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biological or abiological surfaces. They represent an important bacterial lifestyle and 
protect encased bacterial cells. Biofilms represent a survival strategy that helps 
bacteria survive unfavourable conditions and/or colonize different ecological niches. 
In B. subtilis early stage of biofilm formation is associated with transformation of 
planktonic cells, which lose mobility and align into chains. Transformation stages 
into sesile mode of growth and especially formation of floating biofilms (pellicles) 
that form at liquid-air interface are poorly understood at the microscopic level. Here 
we developed a method to temporally monitor cellular distribution during pellicle 
formation at different depths of microscopic specimen using the model bacterium B. 
subtilis PS-216. In addition to the wild type strain we also evaluate its mutant Δeps, 
lacking matrix polysaccharide Eps. Results show that B. subtilis pellicle formation is 
a very dynamic process and that biofilm form either on the surface of the growth 
medium or at the bottom of the petri dish. Propidium iodide staining has further 
shown that cells at the bottom have impaired membranes and lysed relatively soon 
after the onset of incubation. A very different scenario was observed for the Δeps 
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Priloga D3: Nastavitve CLSM mikroskopa pri spremljanju razvoja biofilma bakterije  
B. subtilis PS-216 YFP z dodatkom PI (kanal YFP) 
Priloga D4: Nastavitve CLSM mikroskopa pri spremljanju razvoja biofilma bakterije  
B. subtilis PS-216 YFP z dodatkom PI (kanal PI) 
Priloga E:  Testiranje delovanja postopka vrednotenja števila celic po višini preparata 
Priloga F:  Stanje celic v gojišču v različnih ravninah 
Priloga F1: Stanje celic v gojišču na višinah 0 µm, 1200 µm in v peliklu na površini  
gojišča pri spremljanju razvoja biofilma bakterije B. subtilis PS-216 YFP. 
Priloga F2: Stanje celic v gojišču na višinah 0 µm, v eni od reprezentativnih plasti v  
osrednjem delu petrijevke in na površini gojišča pri spremljanju razvoja biofilma 
bakterije B. subtilis PS-216 ∆eps amyE:mKate. 
Priloga F3: Stanje celic v gojišču na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm  
in v najvišji plasti s še zaznami celicami oz. biofilmom bakterije B. subtilis PS-
216 YFP z dodanim propidijevim jodidom. 
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OKRAJŠAVE IN SIMBOLI 
 
 
a. u.     absorbančna enota (absorbance unit) 
AU     airy unit (enota za velikost konfokalne aperture) 
CLSM konfokalna laserska vrstična mikroskopija (ang. confocal laser scanning 
microscopy) 
Cm     antibiotik kloramfenikol 
dH2O    destilirana voda 
DIC     diferencialno- interferenčni kontrast (ang. differential interference contrast) 
eDNA    zunajcelična DNA 
EPS     zunajcelični polisaharidni matriks (ang. extracellular polymeric substances) 
eps(A-O) operon, ki vsebuje 15 genov, potrebnih za sintezo eksopolisaharidov in 
nastanek biofilma 
LB     gojišče Luria Bertani 
MIP     projekcija največje intenzitete (ang. maximum intensity projection) 
mKate    ena od različic rdečega fluorescentnega proteina 
MSgg minimalno gojišče s 3-morfolinpropan sulfonsko kislino, glicerolom in 
glutamatom 
NA numerična apertura 
OD650    optična gostota pri 650 nm 
PI     propidijev jodid 
PBS     fosfatni pufer z NaCl (ang. phosphate buffered saline)    
PMT    fotopomnoževalka 
QS     zaznavanje kvoruma (ang. quorum sensing) 
RFP     rdeči fluorescenčni protein (ang. red fluorescent protein) 
Sp     antibiotik spektinomicin 
Tc     antibiotik tetraciklin 
var.     podvrsta 
w.t.           divji tip   
YFP    rumeni fluorescenčni protein (ang. yellow fluorescent protein) 
σD     sigma faktor, potreben za prepis genov bička in kemotaktičnih genov  
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SLOVARČEK 
 
 
Analizator: pravokotno poravnan polarizator med objektnimi lečami in očesom 
 
CelicePI: celice s poškodovano membrano, ki so se obarvale s propidijevim jodidom 
 
CeliceYFP: celice, ki izražajo protein YFP 
 
Dekonvolucija: postopek obdelave slike, ki nam omogoča, da ocenimo nepopačeno sliko in 
na ta način zmanjšamo geometrijska popačenja in zamegljevanje  
 
Delež celicePI: delež površine slike, ki ga zavzemajo celice, obarvane s PI 
 
Delež celiceYFP: delež površine slike, ki ga zavzemajo celice, ki izražajo protein YFP 
 
Delovna razdalja: Razdalja med sprednjo čelno lečo objektiva in krovnikom, ko je 
opazovani objekt, ki je tik za krovnikom v fokusu. Odvisna je od numerične aperture in od 
povečave objektiva. 
 
Dikroičen oz. dikromatski: ima različne absorpcijske koeficiente za svetlobo polarizirano 
v različnih smereh   
 
Ekscitacija: vzbujanje fluorescence s svetlobo kratke valovne dolžine 
 
Emisija: oddajanje svetlobe daljše valovne dolžine po vzbujanju fluorescence  
 
Fotopomnoževalka: tip detektorja, ki deluje na ojačevanju toka fotonov 
 
Gradient: sprememba količine na enoto razdalje 
 
Interferenca: pojav, ko se dve povezani valovanji srečata na istem mestu in nastane nov 
valovni vzorec 
 
Interferometer: optična naprava, sestavljena iz optičnih elementov, ki omogočajo 
interferenco. Uporabljajo se za merjenje majhnih premikov, sprememb lomnega količnika 
in nepravilnosti na površinah. 
 
Izdelava optičnih rezin (ang. optical sectioning): proces, s katerim lahko z ustreznim 
mikroskopom dobimo jasne slike optičnih ravnin v debelejšem preparatu, brez motečega 
signala okoliških delov preparata 
 
Kondenzor: Je naprava, ki jo sestavlja ena ali več leč, in deluje tako, da zbira svetlobne 
žarke in jih preslika v ravnino objekta. Njegova glavna naloga je, da enakomerno in 
intenzivno osvetli objekt. 
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Ločljivost: najmanjša razdalja med dvema opazovanima točkama, ki jo še lahko zaznamo 
 
Monokromatski: sveti le pri določeni valovni dolžini 
 
Numerična apertura (NA): je produkt lomnega količnika medija med krovnim steklom in 
objektivom in sinusa polovice kotne odprtine 
 
Piksel: predstavlja najmanjšo naslovljivo enoto slike, ki se jo lahko prebere ali nariše. Piksel 
je točka, ki nima vnaprej določene velikosti ali oblike, le informacije o karakteristiki (barva, 
intenziteta slike). Na zaslonu je piksel omejen z obliko in velikostjo in predstavlja mersko 
enoto s katero se izraža ločljivost prikazane slike, iz česar je možno izpeljati njeno fizično 
velikost. 
 
Polarizator: filter, ki omogoča prehod le svetlobi z določeno ravnino nihanja 
 
Povprečna intenziteta fluorescence celic (YFP): povprečna intenziteta fluorescence celic, 
ki izražajo protein YFP 
 
Povprečna intenziteta fluorescence celic (PI): povprečna intenziteta fluorescence celic, ki 
so se obarvale s PI 
 
Povprečna intenziteta ozadja (MSgg + PI): povprečna fluorescenca v gojišču MSgg z 
dodanim PI (brez celic) 
 
Povprečna intenziteta ozadja PI (vzorec): povprečna fluorescenca nukleinskih kislin, ki 
so se sprostile iz liziranih celic 
 
Povprečna intenziteta ozadja YFP (vzorec): povprečna fluorescenca proteina YFP, ki se 
je sprostil iz liziranih celic  
 
Točkovna zaslonka (pinhole): majhna okrogla odprtina, ki se nahaja med virom 
fluorescence in detektorjem ter omogoča le prehod žarkov iz opazovane ravnine preparata 
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1 UVOD 
 
1.1 OPREDELITEV PROBLEMA IN CILJI NALOGE 
 
Biofilmi so strukturirane večcelične skupnosti bakterij, ki nastajajo postopoma in njihov 
razvoj lahko razdelimo v več razvojnih stopenj (Kobayashi, 2007a; Lopez in sod., 2010). 
Bakterije so prekrite in medsebojno povezane z zunajceličnim polisaharidnim matriksom, ki 
ga izdelujejo same (Kobayashi, 2007a). Biofilmi obraščajo različne biološke in nebiološke 
površine (Branda in sod., 2005; Hall-Stoodley in sod., 2004). Mehanizmi, ki jih bakterije 
uporabljajo za oblikovanje biofilmov so odvisni od okolja in od lastnosti posameznega 
bakterijskega seva (Lopez in sod., 2010).  
 
Človek se z biofilmi in s posledicami njihovega delovanja srečuje na mnogih področjih. 
Tvorijo se v naravi, v industrijskih obratih in na področju medicine, kjer nastajajo na 
medicinskih vsadkih (katetri in implantanti) (Hall-Stoodley in sod., 2004), kar lahko vodi v 
težko ozdravljive kronične okužbe (Costerton in sod., 1999). Bolezni s tvorbo biofilmov 
mikroorganizmi povzročajo tudi na površinah človeškega telesa – na zobeh, na koži ali v 
urinarnem traktu (Hall-Stoodley in sod., 2004). S tvorbo biofilma pridobi ogromno korist 
predvsem bakterijska skupnost, saj so celice v njem veliko bolj odporne proti mnogim 
protimikrobnih snovem ter tako zaščitene pred napadi plenilcev in obrambnimi mehanizmi 
gostiteljskega organizma (Mah in O'Toole, 2001).  
 
Poznanih je tudi mnogo človeku koristnih lastnosti bakterijskih biofilmov (Morikawa, 
2006). V agronomiji pomembno vlogo igra kolonizacija površine korenin rastlin z 
biofilmom, saj ta lahko zaščiti rastlino pred patogeni (Nagorska in sod., 2010). Pogosta je 
tudi uporaba biofilmov v bioremediacijah in pri biosintezi fiziološko aktivnih snovi v 
številnih biotehnoloških procesih (Nozhevnikova in sod., 2015). 
 
Glede na širok spekter prednosti in škode, ki jo biofilm lahko povzroči je torej ključno, da 
poskušamo čim bolje razumeti, kako bakterije uspevajo v teh skupnostih. 
 
Bacillus subtilis je po Gramu pozitivna bakterija, prilagojena na bivanje v raznolikih okoljih. 
Množično se uporablja v industriji za izdelavo številnih proizvodov, v raziskovanju pa služi 
kot modelni organizem za preučevanje mehanizmov podvojevanja bakterijskega 
kromosoma, celične diferenciacije v spore in odzivanja na stresne dejavnike okolja, med 
katere sodita tudi sporulacija in nastanek biofilma (Harwood, 1992; Earl in sod., 2008). 
Kljub temu, da je razvoj biofilma pri B. subtilis dokaj dobro poznan, še vedno nimamo 
neposrednega vpogleda v časovno in v prostorsko dinamiko zorenja biofilma na nivoju 
posamezne celice. Da bi lažje pristopili k reševanju tega problema smo se v magistrski nalogi 
lotili razvoja ustrezne metode, ki bi omogočila neposredno spremljanje razvoja biofilma v 
času in pripomogla k boljšemu razumevanju delovanja in razporeditve celic v tekočem 
nestresanem gojišču. Uporabnost metode smo ponazorili s tremi različicami gojenja sevov 
bakterijske vrste B. subtilis. V teh različicah smo spremljali nastanek biofilma pri divjem 
tipu bakterije B. subtilis PS-216 YFP (različica 1), nastanek biofilma pri sevu B. subtilis PS-
216 RFP z nedelujočim operonom eps (različica 2) ter vzorec postopnega obarvanja celic pri 
divjem tipu bakterije B. subtilis PS-216 ob dodatku propidijevega jodida, ki obarva mrtve 
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celice (različica 3). Ugotavljali smo tudi, kako se med nastajanjem biofilma spreminja 
biomasa celic in kolikšen delež celic je poškodovan in nagnjen k odmiranju. 
 
1.2 DELOVNI HIPOTEZI 
 
- kombinacija DIC in CLSM omogoča kvalitativni in kvantitativni vpogled v časovni potek 
nastanka biofilma 
 
- porazdelitev celičnih gostot v gojišču vzdolž višine gojišča ne bo enakomerna 
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2 PREGLED OBJAV 
 
2.1 BIOFILMI 
 
Biofilmi so arhitekturno kompleksni večcelični agregati celic, ki so ujeti v zunajcelični 
matriks in pritrjeni na biološke in nebiološke površine. Predstavljajo pomemben, a še ne 
popolnoma razumljen način rasti bakterij (Branda in sod., 2004). Biofilmi naj bi se pojavili 
že zgodaj v evoluciji (predvidoma pred 3,25-3,5 milijardami let). Sposobnost povezovanja 
v večcelične strukture je poleg evkariontov tudi lastnost najrazličnejših arhej in bakterij. 
Biofilme tvorijo tudi živi fosili iz najglobljih vej filogenetskega drevesa. Biofilmi so 
starodavna oblika prokariontskega življenja in predstavljajo eno ključnih prilagoditev za 
preživetje v različnih okoljih (Hall-Stoodley in sod., 2004; Westall in sod., 2006).  
 
Biofilmi so torej kompleksni in dinamični sistemi, ki ščitijo bakterije pred sovražnim 
okoljem ter hkrati omogočajo kolonizacijo novih ekoloških niš (Hall-Stoodley in sod., 2004; 
Van Gestel in sod., 2015).   
 
Ferdinand Cohn je že leta 1877 opisal večcelično naravo bakterije B. subtilis, vendar je do 
sredine dvajsetega stoletja prevladovalo mnenje, da so bakterije predvsem enocelične in 
planktonske (Aguilar in sod., 2007). Pred dvajsetimi leti je James A. Shapiro (1998) med 
prvimi izpostavil večceličnost kot splošno lastnost bakterij, pri kateri je mogoče potegniti 
nekatere vzporednice z večceličnimi organizmi (Shapiro, 1998). Uporaba različnih vrst 
mikroskopije in razvoj fluorescenčnih označevalcev ter in situ hibridizacije so v naslednjih 
letih prinesli dokaze, da mikroorganizmi tvorijo dinamične biološke sisteme in 3D strukture 
(Lawrence in Neu, 1999; Veening in sod., 2004). 
 
2.1.1 Prednosti združevanja celic v biofilme  
 
Do nastanka večceličnih struktur, t.i. biofilmov prihaja zaradi selektivnih pritiskov iz okolja. 
Za nastanek biofilma in za njegovo delovanje sta ključna predvsem dva dejavnika: 
medcelično povezovanje in komunikacija med celicami, ki vodi do usklajenih odzivov na 
spremembe v okolju (Lyons in Kolter, 2015). V biofilmu prihaja do fenotipske raznolikosti 
in diferenciacije celic v podtipe, ter tudi do organiziranega časovnega razvoja različnih 
morfoloških struktur. To omogoča delitev dela, ki vodi do učinkovitejše proizvodnje skupnih 
dobrin in do boljše izrabe hranil (Van Gestel in sod., 2015). Nutrienti in proizvedeni viri 
potujejo skozi kanalčke biofilma in omogočijo prenos hranil, ki bi sicer pri planktonskih 
oblikah rasti odplavala stran (Lyons in Kolter, 2015). Življenje v biofilmih 
mikroorganizmom prinaša številne prednosti, predvsem povišano odpornost na stresne 
dejavnike v okolju (temperaturo, pH, osmotski in oksidativni stres, izsuševanje, toksičnostjo 
kovin). Bakterijske celice so v biofilmu zaščitene tudi pred biotskim stresom (plenilci 
bakterij, imunskim odzivom gostitelja), kar odtehta visok energetski vložek pri izdelavi 
komunikacijskih molekul in matriksa, omejevanje širjenja in morebiten pojav sebičnih 
posameznikov (West in sod., 2006).   
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2.1.2 Oblike biofilmov in njihovo preučevanje v laboratoriju  
 
V laboratoriju uporabljamo več različih načinov gojenja biofilmov: i) pretočne gojitvene 
tehnike s stalnim pritokom svežega gojišča (Christensen in sod., 1999; Branda in sod., 2005; 
Benoit in sod., 2010); ii) šaržne kulture brez pretoka, kjer nastajajo potopljeni biofilmi (npr. 
mikrotitrske plošče (Benoit in sod., 2010; Branda in sod., 2005); iii) sistemi za rast biofilmov 
(peliklov) na interfazi tekočina-zrak (Branda in sod., 2001); iv) kolonije na agariziranih 
gojiščih. Branda in sod. (2001) so nastanek pelikla spremljali v gojišču MSgg v statičnih 
kulturah, ki so jih gojili v erlenmajericah z iztokom na dnu erlemajerice. Iz erlenmajeric so 
v posameznih časovnih intervalih odtočili gojišče pod peliklom in pridobili vzorce 
nastajajočega pelikla. Te so ovrednotili s tehniko fazno-kontrastne mikroskopije. Kobayashi 
(2007a) je pelikle gojil v gojišču 2x SGG na mikrotitrskih ploščah (za gojenje celic) in v 
različnih časovnih točkah odvzel del vzorca iz dna, zbral celice, jih po potrebi resuspendiral 
in si vzorec ogledal pod mikroskopom.  
 
Tudi kolonije bakterij, ki zrastejo na površini trdnega agarskega gojišča smatramo za 
biofilme. Te se lahko medsebojno močno razlikujejo v morfologiji. Mutante B. subtilis v 
genih za proizvodnjo zunajceličnega matriksa sicer tvorijo kolonije, a so bolj gladke in 
ploščate (Branda in sod., 2005).  
 
2.1.3 Razvoj biofilmov  
 
Biofilmi so dinamične strukture (Hall-Stoodley in Stoodley, 2002). Začetek razvoja biofilma 
zahteva adhezijo oziroma pritrjanje na površino (Garrett in sod., 2008). Adhezija je sprva 
šibka in reverzibilna, temelji na van der Waalsovih vezeh (Licker in sod., 2017). Sama 
vezava je odvisna od naboja površine celice in substrata ter površinske napetosti. Če so 
odbojne sile močnejše od privlačnih povezav se bakterije lahko sprostijo s površine in do 
nadaljnjega nastajanja biofilma ne pride (Garrett in sod., 2008). Pri pritrjevanju pomagajo 
tudi številne komponente in izrastki celic (bički, pili, fimbriji, DNA, eksopolisaharidi), ki 
pripomorejo tudi k zmanjševanju odbojnosti površin (Licker in sod., 2017; Garrett in sod., 
2008). 
 
Hčerinske celice pritrjenih bakterij se prostorsko razširjajo (Hall-Stoodley in Stoodley, 
2002). Fazi prilagajanja sledi zorenje biofilma, kar zaznamo kot nagel porast števila celic v 
populaciji. Hitrost rasti je odvisna od hranil in od fizikalno-kemijskih lastnosti okolja. 
Izločati se začnejo tudi polisaharidni polimeri, ki učvrstijo povezavo med celicami (Dunne, 
2002). Ko je koncentracija celic dovolj visoka, se začne tudi medcelična komunikacija z 
zunajceličnimi signalnimi molekulami (t.i. zaznava kvoruma, ang. quorum sensing); v 
biofilmu se izrazi značilna fenotipska heterogenost celic (Sauer in sod., 2002). Zadnja 
stopnja v življenjskem ciklu biofilma je njegov razpad, sproščeni fragmenti pa omogočajo 
kolonizacijo novih površin (Garrett in sod., 2008). 
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Slika 1: Razvojne stopnje biofilm (Licker in sod., 2017). 
2.1.4 Sestava biofilmov  
 
Biofilmi so mikrobne skupnosti, pritrjene na površino in ujete v eksopolisaharidni matriks. 
V biofilmu opazimo mikrokolonije, ki so ujete v matriks in lahko sestojijo le iz ene ali iz več 
različnih bakterijskih vrst (Garrett in sod., 2008). Biofilmi so morfološko izrazito raznoliki, 
izrazite razlike v njegovi arhitekturi pri isti bakterijski vrsti pa lahko povzročijo že manjše 
spremembe v okoljskih pogojih. Te razlike v biofilmski strukturi so lahko odraz razlik v 
sestavi zunajceličnega matriksa (Sutherland, 2001), ki vpliva na poroznost, gostoto, vsebnost 
vode, naboj, hidrofobnost in na mehansko trdnost biofilma (Wingender in sod., 1999). Visok 
delež (tudi do 97%) zunajceličnega matriksa predstavlja voda, ki deluje kot topilo, v katerem 
so raztopljeni številni topljenci (Sutherland, 2001). Delež vode vpliva tudi na viskoznost in 
druge fizikalne lastnosti biofilma, npr. difuzijo snovi v biofilmu. Med ključne komponente 
matriksa, ki jih tvorijo obstoječe bakterije sodijo makromolekule iz polisaharidov in 
proteinov, nukleinske kisline, lipidi, fosfolipidi in ostale celične komponente (Sutherland, 
2001). Med temi v zadnjem času zunajcelična DNA dobiva na vse večji veljavi (Jakubovics 
in sod., 2013; Montanaro in sod., 2011). V nekaterih biofilmih so opazili tudi mrtve celice, 
kar nakazuje, da je tudi odmrli organski material (detritus) lahko del zunajceličnega 
matriksa.  
 
2.2 Bacillus subtilis  
 
B. subtilis je paličasta, po gramu pozitivna bakterija (Kunst in sod., 1997; Earl in sod., 2008). 
To bakterijsko vrsto so dolgo časa obravnavali kot aerobno in nezmožno rasti v odsotnosti 
kisika. Kasneje so ugotovili, da je sposobna tudi anaerobnega dihanja, kjer kot končni 
prejemnik elektronov služi nitrat. Predstavnike vrste najdemo tudi pri več različnih 
fermentativnih procesih (Kunst in sod., 1997; Ramoz in sod., 2000) in celo v prebavilih 
živali in človeka (Hong in sod., 2009). Je ubikvitarna vrsta, prilagojena na rast v zelo 
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različnih okoljih (Earl in sod., 2008; Mandić-Mulec in sod., 2015). Živijo v tleh in 
predstavljajo pomemben člen pri kroženju organske snovi. Pogosto jih izolirajo tudi s 
površine rastlinskih korenin, kjer pripomorejo k zaviranju rasti rastlinskih patogenov in 
spodbujajo rast rastlin (Mandić-Mulec in sod., 2015). Glede na pogosto prisotnost 
bakterijske vrste B. subtilis na rastlinah njena prisotnost v iztrebkih živali ni presenetila (Earl 
in sod., 2008). Tradicionalno se bakterijski sev Bacillus subtilis var. natto uporablja tudi pri 
fermentaciji živil, predvsem sojinih semen (Kunst in sod., 1997; Hong in sod., 2005). 
Nekateri izmed dostopnih probiotičnih proizvodov, ki temeljijo na tej bakteriji pa naj bi 
spodbudili delovanje imunskega sistema (Hong in sod., 2005). 
 
Bacillus subtilis predstavlja pomemben modelni organizem za preučevanje mehanizmov 
podvojevanja bakterijskega kromosoma, celične diferenciacije in odzivanja v prisotnosti 
stresnih dejavnikov (Harwood, 1992; Earl in sod., 2008). Nadalje je bakterija B. subtilis z 
bližnjimi sorodniki zanimiva tudi komercialno, saj predstavlja pomemben vir industrijskih 
encimov in je zmožna izdelovanja in izločanja encimov v koncentraciji, ki znaša nekaj 
gramov produkta na liter gojišča (Kunst in sod., 1997; Harwood, 1992). 
 
Kot odgovor na prisotnost različnih oblik okoljskega stresa in ob pomanjkanju hranil tvori 
močno rezistentne endospore, ki se z lahkoto prenesejo v nova okolja tudi s pomočjo vetra 
(Earl in sod., 2008; Mandić-Mulec in sod., 2015).  
 
2.2.1 Biofilmi B. subtilis  
 
Sevi divjega tipa bakterije Bacillus subtilis tvorijo dve različni vrsti biofilmov: robustne 
biofilme na trdnih površinah in pelikle na interfazi tekočina/zrak. Biofilme na trdnih 
površinah najpogosteje gojimo na agarskih ploščah, kjer tvorijo kolonije arhitekturno 
kompleksne kolonije z zračnimi strukturami, ki na vrhu vsebujejo spore. Pelikli se tvorijo v 
nestresanih tekočih gojiščih (Branda in sod., 2001).  
 
Na makroskopskem nivoju nastanek pelikla opišemo v treh korakih. Začne se z nastankom 
tankega pelikla z ravno površino, ki se začne debeliti. V zadnji fazi pride do gubanja površine 
biofilma in poglabljanja nastalih gub. Pelikel se tvori preko celotne površine gojišča in ne 
od roba gojitvene posode navznoter (Kobayashi, 2007a).  
 
Na mikroskopskem nivoju se morfologija celic v peliklu močno razlikuje od planktonskih 
celic. Planktonske celice sestojijo iz posamičnih medsebojno neodvisnih celic, medtem ko 
celice v peliklu tvorijo agregate, v katerih so medsebojno poravnane in čvrsto povezane z 
zunajceličnim matriksom v jasno vidne snope (Branda in sod., 2001). Prvi korak pri nastanku 
pelikla se začne z izgubo gibljivosti planktonskih celic. Te začno tvoriti celične verige. 
Sčasoma se poveča število celičnih verig, celične verige pa se začnejo združevati v snope 
(Branda in sod., 2001; Kobayashi, 2007a).  
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2.2.2 Regulacija in genetika biofilmov pri B. subtilis  
 
Nastanek biofilma se prične s pretvorbo gibljivih, običkanih celic v sesilne celice, ki 
sestavljajo biofilm (Kobayashi, 2007b). Kaj natanko nadzira prehod iz gibljive oblike v 
biofilmsko pri bakterijski vrsti B. subtilis še ni povsem znano. Eno od poti, ki sproži prehod 
v pritrjeno stanje sproži transkripcijski regulator SinR, glavni regulator nastanka biofilma 
(Kearns in sod., 2005). SinR direktno zavira prepis operonov eps in tapA-sipW-tasA, ki sta 
oba vpletena v sintezo zunajceličnega matriksa pri nastanku biofilma (Branda in sod., 2001; 
Kearns in sod., 2005; Chu in sod., 2006). Na aktivnost SinR delujejo protein SinI in proteina 
z neznano biokemijsko funkcijo, YlbF in YmcA. Protein SinI se poveže s proteinom SinR, 
tako onemogoči njegovo vezavo na DNA (Bai in sod., 1993) in aktivira prepisovanje 
operona eps in ostalih genov vpletenih v nastanek biofilma (Kearns in sod., 2005). 
 
Prehod celic iz gibljive oblike v biofilmsko je vezan na zmanjšanje aktivnosti podenote 
RNA-polimeraze σD, ki je potrebna za prepis genov, odgovornih za sintezo bička in 
kemotakso (Kobayashi, 2007a). Zapis zanje se nahaja na operonu flgB-sigD. σD je 
neaktiven, dokler ne nastane osnovno telo bička, saj je aktivnost σD pod negativno kontrolo 
anti-sigma faktorja FlgM, ki se ob nastanku motorja in kljuke izloči iz bička in tako sprosti 
sigma dejavnik inhibicije (Fredrick in Helmann, 1996). Aktivni σD faktor usmerja 
prepisovanje preostalih genov bička in kemotakse (Kobayashi, 2007a).  
 
2.2.3 Sestava EPS v biofilmu B. subtilis  
 
Z izrazom EPS poimenujemo strukturne komponentne zunajceličnega matriksa, v katerega 
so ujete celice med nastankom biofilma. Kemijska sestava in funkcija teh molekul je odvisna 
od izražanja genov celic v nastajajočem biofilmu (Marvasi in sod., 2010). Čeprav naj bi se 
izraz EPS prvotno uporabljal za opis zunajceličnih polisaharidov, so kasneje ugotovili, da je 
sestava teh matriksov mnogo bolj kompleksna. Poleg polisaharidov vključuje tudi 
glikolipide, lipide, proteine, peptide in nukleinske kisline (Wingender in sod., 1999; Decho, 
2000). 
 
Matriks biofilmov bakterije B. subtilis sestoji iz polisaharidov z veliko molekulsko maso 
(Branda in sod., 2001). Kemijska sestava le-teh vpliva na lastnosti biofilma. Geni, pomembni 
za nastanek strukture matriksa in biofilma se nahajajo na operonu eps. Ta operon sestoji iz 
16-ih genov, ki so vpleteni v biosintezo polisaharidov, njihovo modifikacijo in iznašanje 
polisaharidov iz celice (Marvasi in sod., 2010). Mutante z okvaro v genih za proizvodnjo 
zunajceličnega matriksa so še vedno zmožne tvorbe kolonij le, da imajo bolj gladko in bolj 
ploščato površino (Branda in sod., 2005). 
 
Eden najbolje poznanih zunajceličnih polisaharidov bakterije B. subtilis je v vodi dobro topni 
levan, prisoten v biofilmih, ki so nastali v gojiščih z visoko vsebnostjo saharoze. Slednji 
sicer ni ključna sestavina biofilma. Da imajo na sestavo nastajajočega biofilma velik vpliv 
tudi gojenje in sestava medija so pokazali Dogša in sod. (2013). Z gojenjem seva NCIB 3610 
B. subtilis v različnih gojiščih so vzgojili pelikle z zelo raznolikimi lastnostmi. V biofilmu, 
nastalem v gojišču SYM, ki vsebuje večje količine saharoze je prevladoval polisaharid levan; 
v gojiščih MSgg in Czapek, ki sta gojišči z malo vsebujoče saharoze je EPS vseboval 
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bistveno večje količine proteinov in DNA. Ob dodatku saharoze k gojiščema Czapek in 
MSgg sta se povečali debelina in stabilnost biofilmov. 
 
Glavni proteinski komponenti v matriksu biofilmov B. subtilis sta proteina TasA in TapA 
(Branda in sod., 2006; Romero in sod., 2011). Protein TasA je potreben za strukturno 
integriteto matriksa, za razvoj biofilma in za njegovo robustnost. Predvidevajo, da TasA 
tvori amiloidna vlakna, ki povežejo celice v biofilmu (Romero in sod., 2010). TapA je 
pomožni protein proteina TasA. Vezan je na celično steno, odgovoren pa je za združevanje 
proteina TasA v vlakna (Romero in sod., 2011). 
 
Poli-γ-glutamat je polimer, ki ga pri bakteriji B. subtilis proizvajajo le določeni sevi. Igra 
pomembno vlogo pri blaženju vpliva ionov in nabitih molekul. Je anionski, biorazgradljiv 
viskozni polimer, ki sestoji iz L- in D- monomerov glutaminske kisline. Njegova molekulska 
masa znaša preko 10 000 kDa (Marvasi in sod., 2010). Pri celični rasti in pri nastajanju 
biofilma ni nujno potreben (Branda in sod., 2006). 
 
V zrelem biofilmu je prisoten tudi protein, ki pokriva površino biofilma, BslA (predhodno 
znan pod imenom YuaB) (Ostrowski in sod., 2011; Kobayashi in Iwano, 2012; Hobley in 
sod., 2013). Na površini pelikla tvori hidrofobno plast, ki preprečuje izgubo vode in 
izsuševanje biofilma (Morris in sod., 2017). 
 
Prisotnosti zunajcelične DNA (eDNA) je tudi v biofilmih bakterije B. subtilis še slabo 
raziskana (de Aldecoa in sod., 2017). Zafra in sod. (2012) so sicer opazili prisotnost eDNA 
po koncu eksponentne faze rasti pri sevu 3610, vendar so kasneje prišli do zaključka, da 
slednja nima vpliva na robustnost nastalega biofilma in zračnih struktur. Nasprotno so 
raziskovalci predvidevali, da bi DNA, ki se sprosti pri kanibalizmu lahko vplivala na razvoj 
matriksa pri nastanku biofilma (Gonzalez-Pastor in sod., 2003; Lopez in sod., 2009).  
 
Vse te molekule delujejo tudi kot t.i. »skupne dobrine«, njihova proizvodnja pa mora biti 
strogo nadzorovana.  
 
2.2.4 Medcelično signaliziranje  
 
Sodelovanje med bakterijami je ključno za nastanek kompleksnih večceličnih mikrobnih 
skupnosti (Xavier, 2011) znotraj katerih bakterije soustvarjajo skupne dobrine in si jih delijo. 
Med skupne dobrine uvrščamo antibiotike, biosurfaktante, signale, zunajcelične encime in 
komponente matrika – EPS (Dogša in sod., 2014). Tudi zaznavanje kvoruma ali kritične 
celične gostote temelji na zunajceličnih signalnih molekulah, ki so skupne dobrine, saj jih 
celice izločajo v zunajcelični prostor ter jih šele ob kritični koncentraciji zaznajo ter se nanje 
odzivajo (Diggle in sod., 2007). Zaznavanje kvoruma, ki je oblika socialnega vedenja je 
pomembno vključeno tudi v regulacijo razvoja biofilma (Dogša in sod., 2014).  
 
Pri bakteriji B. subtilis nadzoruje razvoj biofilma sistem QS ComQXPA (Lopez in sod., 
2009). Slednji sestoji iz encima ComQ, iz signalnega peptida ComX, receptorja ComP in 
transkripcijskega regulatorja ComA. Encim ComQ procesira končno obliko signala ComX, 
fosforiliran transkripcijski regulator ComA pa nadzira številne gene, kot so geni za 
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proizvodnjo surfaktina (Oslizlo in sod., 2014), razvoj kompetence (Comella in Grossman, 
2005), proteaz (Špacapan in sod., 2018) ter gene za razvoj biofilma (Lopez in sod., 2009). 
Kombinacija QS signalov in stohastičnih dogodkov lahko inducira strategijo delitve dela, 
kjer se populacija bakterije B. subtilis diferencira v celične tipe, ki izvajajo različne funkcije 
znotraj populacije (Van Gestel in sod., 2015).  
 
2.3 MIKROSKOPIJA 
 
2.3.1 DIC mikroskopija 
 
Diferencialno- interferenčna svetlobna mikroskopija (DIC) je po predstavitvi v 60.-ih letih 
prejšnjega stoletja doživela nenaden uspeh, saj so z njeno pomočjo raziskovalci lahko 
pridobili slike z dobrim kontrastom robov objektov in z drobnimi strukturnimi podrobnostmi 
v prosojnih vzorcih (Salmon in Tran, 2007). DIC mikroskopija je tehnika, ki uporablja 
gradiente svetlobe v dolžini optične poti in fazne premike valovanja, da postanejo objekti 
vidni pod svetlobnim mikroskopom. Na ta način je možno s primernim kontrastom in z 
resolucijo opazovati žive celice in organizme (Ockenga, 2018).  
 
DIC mikroskop deluje kot »dvojni interferometer žarkov«, ki se uporablja pri mikroskopiji 
v svetlem polju. Vsebuje polarizator, analizator in Wollastonovi prizmi (Nomarski prizmi) 
(Salmon in Tran, 2007) (Slika 2). Za osvetljevanje vzorca uporablja le močno svetlobo, ki 
prehaja skozi polarizacijski filter med virom svetlobe in kondenzorjem. Polarizirano 
svetlobo Wollastonova prizma razdeli v žarke dveh s pravokotnima ravninama valovanja, ki 
osvetlijo preparat. Ko na v njem pride do loma, disperzije in drugih optičnih pojavov se 
intenziteta, faza in smer valovanja žarkov v obeh ravnina spremeni. Ob ponovnem prehodu 
skozi Wollastonovo prizmo in analizatorjem nad preparatom, ki žarke ponovno združita in 
polarizirata motnje valovanja zaznamo kot intenziteto osvetljenosti in gradientno osvetlitev 
struktur z različno optično gostoto od ozadja. Mikroskopska metoda DIC zato omogoča 
visoko ločljivost tudi relativno debelih, neobarvanih preparatov (Salmon in Tran, 2007). 
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Slika 2: Sestava DIC mikroskopa (Murphy in sod., 2018). 
2.3.2 Konfokalna laserska vrstična mikroskopija  
 
Ameriški znanstvenik Marvin Minsky je leta 1955 sestavil prvi konfokalni mikroskop. V 
naslednjih tridesetih letih uporabe konfokalne mikroskopije so mikroskopisti po vsem svetu 
nadaljevali njegovo delo in izboljševali ločljivost in možnosti uporabe konfokalnega 
mikroskopa (Wayne, 2009). Zmožnost osvetlitve določene točke na vzorcu z laserjem je 
omogočila vpeljavo laserja kot vira osvetlitve pri mikroskopu. Laserji zagotavljajo povezano 
monokromatsko svetlobo visoke intenzitete (Jovin in Arndt-Jovin, 1989). V zadnjih letih se 
je konfokalna mikroskopija uveljavila kot pomembno orodje pri raziskovanju (Wilson, 
2011; Wilhelm in sod., 2018).  
 
Pri običajnem svetlobnem mikroskopu je pretvorba objekta v sliko sočasna in vzporedna v 
vseh točkah objekta. Pri konfokalni mikroskopiji je vzorec osvetljen le v določeni točki 
naenkrat in je potrebno premeriti vsako točko vzorca posebej (Wayne, 2009; Wilhelm in 
sod., 2018). Osvetljena in opazovana točka (slika in točke objekta) sta izostreni ena na drugo, 
kar imenujemo konfokalna pot žarkov (Wilhelm in sod., 2018). Da bi pridobili informacijo 
o celotnem vzorcu mora laserski žarek potovati preko vzorca ali pa mora priti do premikanja 
vzorca. Za pridobitev resolucije mikroskopske slike s konfokalno mikroskopijo sta nujna 
računalnik in dodatna programska oprema (Wilhelm in sod., 2018).  
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Za usmerjanje laserskega žarka na vzorec se uporablja objektiv mikroskopa. Laserski žarek 
vzbudi fluorescenco na vzorcu, objektiv pa zbira fluorescenčno izsevano svetlobo, ki se 
usmerja na detektor s pomočjo dikroičnega zrcala (Wilhelm in sod., 2018). Spekter valovnih 
dolžin fluorescenc zbira emisijski filter, ki deluje kot pregrada in blokira linijo eksitacijskega 
laserja. Pred detektor je nameščena drobna okrogla odprtina – točkovna zaslonka (ang. 
pinhole). Emitirana svetloba, ki prihaja iz ravnin nad ali pod opazovano ravnino je v 
trenutku, ko doseže aperturo izven fokusa, zato je njen tok skozi drobno aperturo močno 
omejen, medtem ko snop opazovane ravnine aperturo doseže v fokusu in zato v celoti prehaja 
skozi aperturo do detektorja (Wilhelm in sod., 2018). 
 
Na ta način lahko detektor (npr. fotopomnoževalka (PMT)) zazna le svetlobo, ki je prešla 
skozi točkovno zaslonko. Premer točkovne zaslonke je različen. Idealen je neskončno 
majhen premer (Wilson, 2011; Wilhelm in sod., 2018), zaradi praktičnosti pa lahko njen 
premer spreminjamo in prilagajamo uporabi. Pri popolnoma odprti zaslonki, torej brez 
točkovne zaslonke, je slika nekonfokalna (Wayne, 2009; Wilson, 2011; Wilhelm in sod., 
2018).  
 
 
 
Slika 3: Konfokalni laserski mikroskop (Wilhelm in sod., 2018). 
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Tehniko konfokalne mikroskopije uporabimo, kadar želimo s fluorescenco preiskovati 
debelejše vzorce ali objekte (npr. tkivo). S konfokalno mikroskopijo je mogoče posneti sliko 
tanke »optične rezine« iz debelejšega vzorca (običajno do 100 µm). Ob premikanju skozi 
globino preparata zajemamo slike optičnih rezin. Proces imenujemo izdelava optičnih rezin 
(angl. optical sectioning), s to metodo izločimo pomanjkljivosti, povezane z opazovanjem 
teh vzorcev z običajno flurescentno mikroskopijo. V primernih pogojih je debelina vzorca 
lahko tudi večja (Wilhelm in sod., 2018). 
 
Pri običajni fluorescenčni mikroskopiji se svetlobne informacije slike izven opazovane 
ravnine mešajo z informacijami slike v fokalni ravnini, kar zmanjšuje kontrast slike in 
povečuje delež uhajanja vidne svetlobe. Če je v opazovanem preparatu prisotnih več 
emitiranih svetlob različnih valovnih dolžin, jih lahko medsebojno ločimo, tako da 
uporabimo več vrst fluorescence in dobimo slike, ki jih pridobimo iz uporabo različnih, 
dovolj ločenih kanalov (Wayne, 2009; Wilhelm in sod., 2018).  
 
Poleg tega možnost opazovanja posamezne ravnine (ali rezine) debelega vzorca z dobrim 
kontrastom in postopek izdelave optičnih rezin omogočata veliko število rezin na različnih 
ravninah vzorca s premikanjem po osi Z. Kot rezultat dobimo 3D sestavo vzorca, ki nam 
zagotavlja informacije o prostorski strukturi opazovanega objekta. Kvaliteta in točnost teh 
informacij sta odvisni od debeline rezine in od razdalj med posameznimi rezinami (Wilhelm 
in sod., 2018). 
 
Vse zbrane informacije iz dvodimenzionalnega objekta iz ravnine v fokusu (ravnina objekta) 
CLSM na koncu sestojijo iz treh korakov procesiranja: 
 
1) Skeniranje posameznih linij vzorca z usmerjanjem fokusiranega laserskega žarka v 
oseh x in y z dvema galvanometričnima skenerjema.  
2) Postopno zaznavanje pikslov oddane fluorescence s skeniranimi podatki iz vzorca s 
pomočjo detektorja.  
3) Digitalizacija informacije objekta iz električnih signalov detektorja (Wilhelm in sod., 
2018). 
  
2.4 DELOVANJE IN UPORABA FLUORESCENTNIH PROTEINOV 
 
Fluorescentni proteini so raziskovalcem omogočili nov vpogled in številne načine uporabe 
pri raziskovanju živih organizmov (Stepanenko in sod., 2008; Nagai in sod., 2002). Njihovo 
izražanje lahko spremljamo v celicah, tkivih ali v celotnem organizmu (Piston in sod., 2018). 
Množično se uporabljajo kot v genom vgrajeni markerji za preučevanje interakcij med 
proteini, izražanja genov/proteinov in za spremljanje celic. Uporaba fluorescentnih 
proteinov v raziskovanju se je začela s proteinom GFP (ang. green fluorescent protein), ki 
so ga izolirali iz meduze vrste Aequorea victoria (Stepanenko in sod., 2008). Nadaljnje 
izboljšave GFP proteina so omogočile nastanek številnih GFP podobnih proteinov (npr. 
rumeni in rdeči fluorescentni proteini, ne-fluorescentni kromoproteini, …). Trenutno 
poznamo že več kot 200 različnih fluorescentnih proteinov in kromoproteinov s širokim 
naborom barv (Stepanenko in sod., 2008). 
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Prednost teh proteinov pred drugimi fluorescentnimi označevalci je v tem, da so organizmi 
zmožni lastne izdelave kromofora brez potrebnega dodajanja kofaktorjev, encimov ali 
substratov in nam omogočajo opazovanje nastanka kromofora v živih tkivih (Stepanenko in 
sod., 2008). Z uporabo fluorescentnih proteinov, ki se izražajo v organizmih se tudi 
izognemo dodatnemu delu in problemom, ki nastajajo pri čiščenju in označevanju proteinov 
in pri izdelovanju specifičnih protiteles za posamezne antigene (Piston in sod., 2018).  
 
2.5. BARVANJE S PROPIDIJEVIM JODIDOM (PI)  
 
Propidijev jodid (PI) je barvilo, ki nam služi kot indikator živosti celic. Molekula PI se 
neodvisno od zaporedja nukleotidov veže na zaporedje 4-5 parov nukleotidnih baz DNA. Ob 
vezavi DNA s PI se fluorescenca PI poveča za faktor od 20- do 30- krat (Stiefel in sod., 
2015). Barvilo PI se kot orodje za štetje celic ter za razlikovaje živih in odmrlih celic v 
kulturi pogosto uporablja v kombinaciji z barvilom SYTO9TM. Barvilo SYTO9TM prehaja 
celične membrane vseh celic in se veže na DNA v celici, oddaja fluorescenco zelene barve 
in obarva vse celice. Barvilo propidijev jodid pa prehaja le v celice s poškodovano 
membrano (Boulos in sod., 1999; Stiefel in sod., 2015). Barvanje celic z nizkimi 
koncentracijami PI je neinvazivno in nima večjih toksičnih učinkov na prisotne celice 
(Krämer in sod., 2016).  
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3 MATERIAL IN METODE 
 
3.1 MATERIAL 
 
3.1.1 Bakterijski sevi 
 
Za izvedbo eksperimentalnega dela smo uporabili 3 različne seve bakterije vrste Bacillus 
subtilis PS-216 . 
 
Preglednica 1: Sevi bakterije Bacillus subtilis, ki smo jih uporabili pri eksperimentalnem delu 
Oznaka seva Genotip Vir 
PS-216 YFP amyE::Phypercl03-YFP (Sp) Kraigher, neobjavljeno  
PS-216 RFP amyE::Phyperspank-mKate2 (Cm) Štefanič in sod., 2015 
PS-216 ∆eps amyE:mKate 
∆eps (Tc) amyE::Phyperspank-mKate 
(Cm) 
Stošicki, neobjavljeno  
 
Bakterijski sev Bacillus subtilis PS-216 YFP smo pri razvoju metode za spremljanje 
nastanka biofilmov vzdrževali s precepljanjem na agarskih ploščah LB Sp pri 37 °C. Pri 
kasnejši uporabi metode za spremljanje nastanka biofilmov s CLSM smo seve shranili v 
zamrzovalniku (-20 °C) obliki spor in pred uporabo kulturo iz skaljenih spor namnožili v 
tekočem gojišču LB do želene optične gostote.  
 
3.1.2 Kemikalije in reagenti 
 
Agaroza        Sigma-Aldrich, ZDA 
CaCl2 x 2 H2O     Sigma-Aldrich, Nemčija 
Ca(NO3)2 x 4 H2O    Fluka, Švica 
FeCl3 x 6 H2O     Fluka Chemie AG CH-9470 Buchs, Nemčija 
FeSO4 x 7 H2O     Merck, Nemčija 
Fenilalanin       Merck, Nemčija 
Glicerol        Kemika, Hrvaška 
Glukoza        Kemika, Hrvaška 
Glutamat- Na      Sigma-Aldrich, ZDA 
K3PO4         Sigma-Aldrich, ZDA 
KCl          Fluka, Švica 
Kloramfenikol     Sigma-Aldrich, Nemčija 
LB agar v prahu     Laboratorios Conda S.A., Madrid, Španija 
LB v prahu       Laboratorios Conda S.A., Madrid, Španija 
MgCl2 x 6 H2O     Fluka, Švedska 
MgSO4 x 7 H2O     Merck, Nemčija 
MnCl2         Fluka, Švica 
MOPS         Carl Roth Gmbh + Co. KG, Karlsruhe, Nemčija 
NaCl         Sigma-Aldrich, Nemčija 
Nutrient broth     Biolife, Italija 
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Propidijev jodid     Thermo Fischer Scientific, ZDA 
Riboza- D       Sigma-Aldrich, Nemčija 
Spektinomicin     Sigma-Aldrich, Nemčija 
Tetraciklin       Sigma-Aldrich, Nemčija 
Tiamin hidroklorid   Fluka, Švica 
Triptofan       Carl Roth Gmbh + Co. KG, Karlsruhe, Nemčija 
ZnCl2         Sigma-Aldrich, ZDA 
 
3.1.3 Gojišča 
 
Uporabili smo naslednja gojišča: 
 
Gojišče MSgg (Branda in sod., 2001):  
MOPS (3-morfolinpropan-1- sulfonska kislina) 100 mM; K3PO4 5 mM; triptofan 50 mg/L; 
fenilalanin 50 mg/L; MgCl2 x 6H2O 2 mM; glutamat-Na 0,50 % (w/v); mikroelementi 
(CaCl2 x 2H2O 700 µM; FeCl3 x 6 H2O 50 µM; MnCl2 50 µM; ZnCl2 1 µM); glicerol 0,50 
% (w/v). Vrstni red pri pripravi gojišča je pomemben in smo ga striktno upoštevali. Po 
dodatku vsake snovi smo gojišče dobro premešali, da se je pred dodatkom naslednje snovi 
vse dobro premešalo in raztopilo. Gojišče smo nato avtoklavirali na temperaturi 110 °C . Po 
avtoklaviranju smo dodali še s filtracijo steriliziran tiamin hidroklorid v koncentraciji 2 µM. 
 
Gojišče za sporulacijo:  
V vodi smo raztopili Nutrient broth 1,6 % (w/v) in KCl 0,2 % (w/v). Pripravljeno gojišče 
smo avtoklavirali na 121 °C. V vmesnem času smo posamično pripravili in avtoklavirali 
sledeče založne raztopine v končni koncentraciji: MgSO4 x 7 H2O (1 mM); Ca(NO3)2 x 4 
H2O (1 mM); FeSO4 x 7H2O (1 µM); MnCl2 (10 µM); glukoza (2,85 mM); D-riboza (2,85 
mM). Po avtoklaviranju smo jih sterilno dodali gojišču. 
 
Tekoče gojišče Luria-Bertani (LB):  
2,0 % LB praška (w/v) (1 % triptona (w/v), 0,5 % kvasnega ekstrakta (w/v), 1,0 % (w/v) 
NaCl). Pripravljeno gojišče smo avtoklavirali na 121 °C.  
 
Trdno gojišče Luria-Bertani (LB):  
3,5 % LB agar praška (w/v) (1 % triptona (w/v); 0,5 % kvasnega ekstrakta (w/v); 1,0 % (w/v) 
NaCl in 1,5 % (w/v) agarja). Pripravljeno gojišče smo avtoklavirali na 121 °C.  
 
3.1.4 Antibiotiki 
 
Kloramfenikol (Cm): Na analitski tehtnici smo zatehtali 0,1g kloramfenikola in ga raztopili 
v 10 mL 96 % etanola. Tako smo dobili založno raztopino s koncentracijo 10 mg/mL. V 
pripravljeno, avtoklavirano in ohlajeno gojišče smo kloramfenikol dodajali v končni 
koncentraciji 5 µg/mL. 
 
Spektinomicin (Sp): Na analitski tehtnici smo zatehtali 0,5 g spektinomicina in ga raztopili 
v 10 mL dH2O. Tako smo dobili založno raztopino s koncentracijo 50 mg/mL. V 
pripravljeno, avtoklavirano in ohlajeno gojišče smo spektinomicin dodajali v končni 
koncentraciji 100 µg/mL. 
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Tetraciklin (Tc): Na analitski tehtnici smo zatehtali 0,2 g tetraciklina in ga raztopili v 10 mL 
70 % etanola. Dobili smo založno raztopino s koncentracijo 10 mg/mL. V pripravljeno, 
avtoklavirano in ohlajeno gojišče smo tetraciklin dodajali v končni koncentraciji 20 µg/mL. 
 
Antibiotike smo sterilizirali s filtracijo (premer por 0,2 µm) in jih alikvotirali v 
mikrocentrifugirke. Pripravljene antibiotike smo shranjevali v zamrzovalniku na – 20 °C. 
 
Antibiotike smo sterilno dodali v že pripravljena in avtoklavirana, nekoliko ohlajena gojišča 
(cca. 50-60 °C), da ne bi prevroče gojišče denaturiralo strukture antibiotika in tako izničilo 
učinkovanja le-tega.  
 
3.1.5 Raztopine 
 
Pufer PBS:  
0,8 % NaCl (w/v); 0,02 % KCl (w/v); 0,144 % Na2HPO4 (w/v); 0,024 % KH2PO4 (w/v). pH 
smo nato umerili na pH 7 z 2 M HCl in 2 M NaOH. Pripravljeno raztopino smo avtoklavirali 
na 121°C. 
 
Fiziološka raztopina:  
0,9 % (w/v) NaCl. Pripravljeno raztopino avtoklaviramo na 121 °C.  
 
3.1.6 Aparature 
 
Analitska tehnica          Mettler Toledo, Švica   
Avtoklav             Kambič A-21, Slovenija 
Avtomatske pipete         Eppendorf, Nemčija 
Centrifuga (Sigma 3K30)       DJB Labcare, Velika Britanija 
Fotoaparat Eos 600D        Canon, Japonska 
Infrardeči termometer Testo 845    Testo Inc, Nemčija 
Invertni mikroskop Axio Observer Z1 Zeiss, Nemčija 
Kamera (MRm Axiocam)      Zeiss, Nemčija 
Laminarij (Laminar Flow Cabinet)   ESCO, ZDA 
Magnetno mešalo          Rotamix 550 MMH 
pH meter (Inolab)          WTW, Nemčija 
Sistem za uravnavanje temperature 
in dovajanje vlage (TempModule S)  Zeiss, Nemčija 
Spektrofotometer          Metrel, Slovenija 
Tehtnica              Mettler PM4600 DeltaRange® 
Termoblok             Stuart, Labortehnika Golias 
Vorteks mešalo           Wizard, VELP Scientifica  
 
3.1.7 Laboratorijski material  
 
Erlenmajerice z utori    Ilmabor, Ilmenau, Nemčija 
Krovna stekla        Sigma-Aldrich, Nemčija 
Laboratorijska stekla     Glaswarenfabrik Karl Hecht GmbH & Co KG, Nemčija 
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Mikrocentrifugirke        Eppendorf, Nemčija 
Petrijevke (premer 70 mm)  Golias labortehnika, Slovenija 
Petrijevke s steklenim dnom Greiner Bio-One International GmbH, Avstrija 
Pipetni nastavki       Sarstedt, Nemčija 
Rokavice         Kimberly-Clark, ZDA 
Silikon          Nicro, Haßmersheim, Nemčija   
Sterilne plastične eze    Copan, Italija  
 
3.2 METODE 
 
3.2.1 Priprava preparata za razvoj metode spremljanja biofilma z DIC mikroskopijo 
 
Kulturo Bacillus subtilis PS-216 YFP smo z agarske plošče LB Sp precepili v erlenmajerico 
z utori, v 10 mL tekočega gojišča LB in jo inkubirali s stresanjem v topli sobi na 37 °C pri 
200 obratih/min. S spektofotometrom smo spremljali naraščanje optične gostote, dokler ni 
kultura dosegla želene optične gostote; torej dokler ni bila kultura v logaritemski fazi. Ko je 
kultura B. subtilis PS-216 YFP dosegla OD650 (0,5 ± 0,2) a. u. smo 60 µL kulture precepili 
v petrijevko s steklenim dnom (premer 35 mm) z 2940 µL gojišča MSgg. Za spremljanje 
dogajanja v petrijevki z DIC mikroskopijo smo predhodno na osrednjem delu pokrovčka 
petrijevke izrezali kos plastike in ga zamenjali s krovnim stekelcem. Plastični materiali pri 
DIC mikroskopiji namreč povzročijo izgubo polarizacije svetlobe in popačijo kontrast slike 
(Ockenga, 2018). Rob med pokrovčkom petrijevke in krovnim stekelcem smo zatesnili s 
silikonom, ki je hidrofoben material. Na ta način smo preprečili izhlapevanje vode iz 
petrijevke, hkrati pa smo ohranili izmenjavo kisika med petrijevko in okolico (Tighe, 2013). 
Pred in po inkubaciji smo petrijevko z dodanim gojiščem, kulturo in zatesnjeno s silikonom 
stehtali.   
 
3.2.2 Priprava in nastavitve mikroskopa pri spremljanju razvoja biofilmov z DIC 
 
Dogajanje v petrijevki smo spremljali pri objektivu z 20-kratno povečavo (0,4 NA) in pri 
dodatni 1,6-kratni povečavi vmesno lečo (t.i. optovar). Nastavitev kondenzorja pri DIC 
mikroskopiji je znašala 0,31 NA.  
 
Nastavili smo tudi konstantno temperaturo in dovajali vlago. Želeli smo namreč spremljati 
nastanek biofilma pri konstantnih pogojih (37 °C). Temperaturo pokrova (Pecon, Nemčija) 
nad preparatom smo vzdrževali na 37 °C, temperaturo objektiva na 45 °C, temperatura 
vstavka mikroskopa (Pecon, Nemčija) je znašala 37 °C. Na dno vstavka mikroskopa smo 
nalepili tanko izolacijsko peno, ki je še dodatno pripomogla k zadrževanju toplote in 
preprečevala izgubljanje toplote med gojenjem. S sistemom za uravnavanje temperature in 
dovajanjem vlage smo dovajali vodo, ki je imela temperaturo 60 °C. Delež vlage v 
inkubacijskem prostoru je bil 66-odstoten. Pri teh temperaturnih vrednosti je bila 
temperatura petrijevke s steklenim dnom primerljiva temperaturi pokrovčka petrijevke. 
Omenjene temperature in vlažnost smo lahko nastavili na mikroskopu ali v programu ZEN 
2.3. Blue Edition, kjer smo tudi tekom gojenja lahko preverjali temperaturno stanje in delež 
vlage. Dodatno smo nastavljene temperature preverili tudi z infrardečim termometrom.  
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Pri zajemanju mikroskopskih slik smo se osredotočili na dogajanje na dnu in v zgornjih 
plasteh gojišča petrijevke. V vsakem časovnem obdobju smo v spodnjih plasteh gojišča 
posneli rezino stanja vsakih 5 µm nad dnom petrijevke (približno 250 µm spodnjih plasti) in 
vsakih 5 µm v zgornjih plasteh gojišča petrijevke (približno od 300 µm pod gladino gojišča 
do približno 500 µm nad prvotno gladino gojišča v petrijevki). Ko smo ugotovili višino 
gojišča, merjeno od dna petrijevke in nastavili snemanje preparata, smo vedno posneli tudi 
dogajanje približno 500 µm nad začetno gladino gojišča, saj se je med nastajanjem pelikla 
gladina v petrijevki zviševala in posedala. Na ta način nam je uspelo zajeti celotno dogajanje. 
V vseh časovnih obdobjih smo posneli tudi prerez dogajanja v celotni petrijevki s 50 µm 
debelimi rezinami preparata.  
 
3.2.3 Obdelava slik pridobljenih z DIC mikroskopijo 
 
Slike, pridobljene z DIC mikroskopijo smo najprej v programu Axiovision Rel. 
4.9.1.pretvorili v iz .zvi datotek v format .tiff. Pretvorjene slike smo nato v programu Fiji 
(Fiji is just ImageJ, verzija 1.51) obdelali z makrom (priloga A), ki je od slik odštel ozadje -
sliko praznega prostora pod/ali nad preparatom (v plasti gojišča, kjer ni bilo prisotnih celic). 
Tako so bile fotografije enakomerno osvetljene in kvalitativno bolj primerljive med seboj.  
 
3.2.4 Razvoj metode za spremljanje nastanka biofilmov s CLSM mikroskopijo 
 
Pri uporabi metode za spremljanje nastanka biofilmov smo uporabili predhodno pripravljene 
spore bakterijskih sevov (Priloga C). Predvidevali smo namreč, da bodo rezultati v največji 
meri ponovljivi, če bodo celice začele rasti iz čimbolj podobnih začetnih pogojev. Iz 
mikrocentrifugirke z zamrznjenimi sporami smo nacepili spore v tekoče gojišče LB in jih 
odnesli na inkubacijo na 37 °C s stresanjem (200 obratov/min). Ko je kultura prešla v 
logaritemsko fazo (OD ~ 0,5 a. u.) smo v sterilno petrijevko s steklenim dnom dodali 3 mL 
gojišča MSgg z 2 % kulturo celic izbranega seva. Pri različici s propidijevim jodidom smo 
v petrijevko dodali še PI v koncentraciji 33 µM. Dodana koncentracija je podobna 
koncentraciji PI, ki se sicer uporablja z namenom zaznavanja viabilnosti celic (30 µM) (Stan-
Lotter in sod., 2006). Rob med pokrovčkom in petrijevko smo zatesnili s silikonom. Pred 
začetkom inkubacije in po inkubaciji smo stehtali petrijevko z vsebino, da smo preverili, če 
ni med inkubacijo prišlo do morebitnega izhlapevanja vsebine iz petrijevke s steklenim 
dnom. Segrevanje komponent mikroskopa pri inkubaciji nastajajočega biofilma smo 
nastavili na enake parametre, kot je opisano že v poglavju 3.2.2. 
 
Konfokalno mikroskopijo smo izvajali na invertnem mikroskopu Axio Observer Z1, ob 
uporabi objektiva z 20-kratno povečavo (NA 0,4). Fluorescenco YFP smo vzbujali z 
diodnim laserjem valovne dolžine 488 nm, fluorescenco mKate in PI pa z diodnim laserjem 
valovne dolžine 561 nm.  
 
V spodnjih plasteh gojišča (plasti, ki so bile bližje viru laserja) smo zajemali emisijo pri 
nižjih vrednostih intenzitete laserja kot v zgornjih plasteh gojišča, ki so bile bolj oddaljene 
od vira laserske svetlobe (priloge D1, D2, D3 in D4). Da bi ponazorili uporabnost metode 
smo s konfokalno mikroskopijo spremljali porazdelitev celic v tekočem gojišču petrijevke 
in postopen nastanek pelikla v sevih divjega tipa PS-216 YFP (priloga D1) in PS-216 RFP 
bakterije B. subtilis, nastanek pelikla pri divjem tipu seva z nedelujočim operonom eps 
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(priloga D2), ter vzorec postopnega obarvanja celic pri divjem tipu B. subtilis seva PS-216 
ob dodatku propidijevega jodida (prilogi D3 in D4). Izražanje fluorescentnih proteinov pri 
bakterijskih sevih je bilo konstitutivno. Emisija zajemanja se je v različnih plasteh gojišča 
razlikovala. To razliko smo poskusili omiliti z nastavitvijo laserjev na posameznih plasteh 
gojišča v petrijevki. Nastavitve posameznih parametrov mikroskopa in laserjev pri 
spremljanju fluorescence posameznih fluorescentnih proteinov in propidijevega jodida so 
priloženi v prilogah D1-D4. 
 
Z mikroskopom smo tako v vsakem časovnem obdobju posneli dogajanje tako na kanalu 
detektorja, preko katerega smo spremljali fluorescenco PI (590-700 nm), kot tudi dogajanje 
na kanalu detektorja za zaznavo emitirane fluorescence YFP (400-590 nm).  
 
3.2.5 Obdelava slik pridobljenih s konfokalno mikroskopijo za vrednotenje števila 
celic 
 
Sekvence pridobljenih slik v posameznih časovnih obdobjih smo najprej obdelali z 
dekonvolucijo v programu ZEN z uporabo algoritma Nearest neighbour. Dekonvoluirano 
sekvenco slik iz posamezne časovne točke smo nato odprli v programu Fiji ImageJ (verzija 
1.51). Najprej smo slike obdelali z makrom (priloga B), čigar naloga je, da poskuša 
upoštevati različno intenziteto pikslov zaradi različne eksitacije oziroma emisije v 
posameznih ravninah, saj kljub različno nastavljenim laserjem/detektorjem tega učinka ni 
bilo mogoče popolnoma izničiti. To naredi tako, da intenziteto pikslov na sliki normalizira 
na povprečno intenziteto celotne slike v posamezni ravnini. 
 
Za nadaljnjo obdelavo sekvenc zajetih slik smo nato v programu Fiji določili najvišji in 
najnižjo pražno vrednost območja intenzitete fluorescence delcev (ang. threshold), znotraj 
katerega program izvaja analizo. Vrednost spodnje pražne vrednosti smo določili empirično. 
Za naključno vrednost smo preverili, če bi upoštevala vse fluorescirajoče bakterije na sliki 
in ali je ta pražna vrednost dovolj visoka, da hkrati ne zaznava tudi ozadja in šuma. To 
spodnjo pražno vrednost smo nato uporabili za obdelavo sekvenc slik v vseh časovnih 
obdobjih določenega preparata. Zgornjo pražno vrednost intenzitete fluorescence delcev 
smo vedno pustili na maksimalni možni vrednosti.  
 
S temi nastavitvami smo analizirali na mikroskopskih slikah zaznane bakterijske celice. V 
nastavitvah smo določili, da mora program upoštevati vse delce, ki so večji od 3 kvadratnih 
mikrometrov (velikost slike je bila 319,45 µm x 319,45 µm). Tako smo pridobili odstotek 
površine, ki jo na določeni ravnini prekrivajo bakterijske celice. Na podlagi tega smo izrisali 
grafe z logaritmi zasedenosti površine s celicami na mikroskopskih rezinah na različnih 
višinah preparata v različnih časovnih obdobjih po inokulaciji kulture.  
 
3.2.6 Testiranje postopka vrednotenja števila celic vzdolž višine preparata 
 
Pred uporabo prej opisanega postopka (3.2.5) na vzorcih nastanka pelikla smo najprej 
sklenili preveriti njegovo delovanje na slikah bakterij, ujetih v agarozni gel. S plošče LB Sp 
smo v 10 mL tekočega gojišča LB nacepili sev B. subtilis PS-216 YFP. Erlenmajerico z utori 
smo odnesli na inkubacijo s stresanjem na 37 °C (200 obratov/min). S spektrofotometrom 
smo spremljali naraščanje optične gostote bakterijske kulture. Inkubirali smo jo, dokler ni 
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kultura prešla v eksponentno fazo rasti (OD650 višji od 0,3 a. u.). V 6 mL pufra PBS smo 
dodali 80 mg agaroze, premešali in agarozo dokončno raztopili v mikrovalovni pečici. Nato 
smo v tekoč, a že nekoliko ohlajen agarozni gel dodali 2 mL bakterijske kulture in vsebino 
premešali. 0,5 mL mešanice smo dodali na mikroskopsko steklo, ki smo ga predhodno ob 
robovih namazali s silikonom in ga prekrili z drugim mikroskopskim steklom. Ko se je gel 
strdil, smo si preparat pogledali pod mikroskopom in s konfokalno mikroskopijo posneli 
prerez preparata s 35 µm debelimi rezinami na treh različnih predelih preparata. Nato smo 
preparat obrnili na glavo in posneli prerez preparata s 35 µm debelimi rezinami na treh 
različnih predelih še z druge strani.  
 
Pridobljene sekvence slik smo nato obdelali z makrom (priloga B) in uporabili algoritem za 
štetje celic (enak postopek kot v poglavju 3.2.5). Nato smo primerjali število bakterij, ki jih 
je program Fiji zaznal v zgornjih in v spodnjih plasteh.  
 
Izkustveno smo ugotovili, da ob pravilni nastavitvi makro ustrezno deluje, če najnižjo pražno 
vrednost intenzitete fluorescence delcev določimo na idealno vrednost na slikah, ki so 
najbolj oddaljene od vira laserja, saj se zaradi debeline in gostote vzorca izgublja svetloba 
laserja in do njih pride manj svetlobe ter se hkrati tudi vrne od najbolj oddaljene optične 
ravnine najmanj fluorescence (priloga E).  
 
3.2.7 Generiranje prikazov 3D porazdelitve celic v petrijevki  
 
Datoteke smo odprli v programu ZEN, v katerem smo posamezno zaporedje slik razporedili 
vzdolž osi Z. Po razporeditvi je iz slik nastal 3D prikaz razporeditve celic v posameznih 
ravninah petrijevke s projekcijo maksimalne intenzitete.  
 
Projekcija maksimalne intenzitete je tehnika, ki nam omogoča vizualizacijo podatkov iz 3D 
in jih pretvori v 2D sliko. Ta projekcija uporabi najsvetlejše piksle v vsaki ravnini in prikaže 
vrednost intenzitete teh pikslov v končni 2D sliki. Pogosto projekcija nastane tako, da na 
sliki vidimo pogled iz zgoraj navzdol, lahko pa projekcijo naredimo vzdolž posamezne osi 
ali kot kombinacijo različnih osi (Cromey in Jansma, 2018). 
 
Slike projekcije maksimalne intenzitete lahko uporabimo za prikazovanje podatkov, ki so 
občasno slabo vidni ali si jih slabše predstavljamo v posamezni ravnini slike. Občasno je 
potrebno skupaj združiti le nekaj sosednjih ravnin iz celotne sekvence slik, da pridobimo 
želene informacije. Pri zapletenih 3D strukturah projekcija maksimalne intenzitete ne 
izboljša jasnosti, namesto tega lahko celo poveča zmedo, saj so objekti poravnani drug nad 
drugim. Več uporabljenih osi Z za projiciranje, poveča možnost za to vrsto napake. Iz 2D 
slik tako lahko zmotno razberemo, da so se objekti v 3D medsebojno dotikali (Cromey in 
Jansma, 2018).  
 
3.2.8 Obdelava slik, pridobljenih s konfokalno mikroskopijo za oceno relativnih  
količin proteina YFP in nukleinskih kislin med spremljanjem nastanka pelikla  
 
Najprej smo izmerili povprečno intenziteto fluorescence ozadja sekvence slik posameznih 
ravnin in časovnih točk zajetih na kanalih YFP in PI. V programu Fiji smo sekvenci slik 
določili pražni vrednosti območja intenzitete fluorescence med 0 in 50 stopnjami svetlosti 
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(slike so bile 8-bitne). Pražni vrednosti smo določili smo določili empirično. Želeli smo 
pražni vrednosti, ki bi nam dopuščali možnost zaznavanja spremembe ozadja in nam pri 
vrednostih višjih od ozadja hkrati omogočali tudi zaznavo jakosti fluorescence celic. Želena 
lastnost nastavljenih pražnih vrednosti je bila tudi, da bi bile primerne za vse časovne točke. 
Za vsakih 50 µm višine gojišča smo v vseh časovnih točkah izmerili povprečno intenziteto 
osvetlitve ozadja na kanalih PI in YFP.  
 
Nato smo sekvence slik iz posameznih časovnih obdobij odprli v programu Fiji in sekvenci 
slik določili še povprečno intenziteto fluorescence celic na slikah posameznih ravnin in 
časovnih točk zajetih na kanalu YFP in na kanalu PI. V programu Fiji smo sekvenci slik 
določili pražno vrednost območja intenzitete fluorescence od 50 do 255. Tudi tu smo pražni 
vrednosti določili empirično. Predpostavili smo, da fluorescence celic predstavlja vsa 
fluorescenca, ki je ne moremo šteti kot fluorescenco ozadja. Tudi tu smo želeli uporabiti 
pražno vrednost, ki bi nam dopuščala možnost zaznavanja jakosti fluorescence celic in hkrati 
ne bi zraven upoštevala tudi ozadja. Želena lastnost nastavljenega pražne vrednosti je tudi v 
tem primeru, da bi bila pražna vrednost primerna za uporabo v vseh časovnih točkah. Za 
vsakih 50 µm višine gojišča smo v vseh časovnih točkah izmerili povprečno intenziteto 
fluorescence celic na kanalu PI in YFP. 
 
 3.2.9 Izračun relativne količine proteina YFP v gojišču 
 
Iz povprečne intenzitete fluorescence ozadja smo skupaj s podatki o zasedenosti površine 
slik s celicami (3.2.5) izračunali oceno za relativno količino proteina YFP za katerega smo 
predpostavili, da se je v gojišče sprostil po lizi odmrlih celic. To smo naredili za vsako 
posamezno točko v naslednjih petih korakih: 
 
1)  Povprečna intenziteta ozadja (vzorec) – povprečna intenziteta ozadja (PI + MSgg) 
2)  (1) /(povprečna intenziteta ozadja (PI + MSgg) – fluorescenca prazne petrijevke) 
3)  (2) x (1- (delež celicePI + delež celiceYFP) 
4)  Integriranje (3) vzdolž višine preparata 
5)  (4) x površina slike 
 
Številka v oklepaju pomeni rezultat, pridobljen v koraku z enako številko. 
 
V prvem koraku smo med nastajanjem pelikla od povprečne intenzitete ozadja (vzorec), ki 
smo ga pridobili iz sekvence slik z kanala YFP (podatki pridobljeni po postopku, opisanem 
v poglavju 3.2.8) odšteli povprečno intenziteto ozadja (MSgg + PI), ki ga predstavlja gojišče 
MSgg z dodanim propidijevim jodidom (v odsotnosti celic). V drugem koraku smo 
normalizirali v prvem koraku pridobljene vrednosti fluorescence ozadja tako, da smo 
pridobljene vrednosti ozadja fluorescirajočih celic delili z intenziteto ozadij (fluorescenca 
gojišča + PI) od katerih smo odšteli vrednost fluorescence prazne petrijevke. Tako smo, 
poleg stopnjevane nastavitve laserja vzdolž višine preparata dodatno zmanjšali tudi učinek 
različno močne intenzitete fluorescirajoče svetlobe zaradi različne višine preparata. 
Fluorescenca prazne petrijevke je znašala 0.06. 
 
V tretjem koraku smo izračunali delež površine na sliki, ki predstavlja ozadje. V ta namen 
smo od celote odšteli delež, ki so ga celice zavzemale na sliki. Delež celic na sliki smo 
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izračunali iz vrednosti celicePI in vrednosti celiceYFP (postopek pridobitve deležev je opisan 
v poglavju 3.2.5). Predpostavka, ki je temeljila na našem opazovanju je bila, da mrtve celice, 
ki imajo prepustno membrano (obarvane s PI) lizirajo in tako izgubijo protein YFP. Deleža 
celiceYFP in celicePI predstavljata celotno populacijo celic na dani sliki. Z dobljeno 
vrednostjo smo pomnožili normalizirano vrednost fluorescence, pridobljene v drugem 
koraku. S tem korakom smo pridobili relativne vrednosti za količino proteina YFP po višini 
preparata v določeni časovni točki. Da bi dobili relativno količino proteina YFP vzdolž 
celotne opazovane višine preparata smo v tretjem koraku dobljeno vrednost integrirali. 
Dobili smo rezultat z enoto RFU/RFUx mm. Pridobljeni rezultat smo nato pomnožili s 
površino slike. Dolžina in širina slike sta znašali 0,319 mm. Tako smo dobili vrednost za 
količino proteina YFP z enoto (RFU/RFU) mm3.  
 
3.2.10 Izračun relativne količine proteina YFP v celicah  
 
Izračun relativne količine izraženega proteina YFP v gojišču je potekal v več korakih.  
 
1)  Povprečna intenziteta celic (vzorec) – povprečna intenziteta ozadja celic (vzorec) 
2)  (1)/ ((povprečna intenziteta ozadja (MSgg+PI) – fluorescenca prazne petrijevke 
3)  Delež celiceYFP x (2) 
4)  Integriranje (3) vzdolž višine preparata 
5)  (4) x površina slike 
 
Številka v oklepaju pomeni rezultat pridobljen v koraku z enako številko. V prvem koraku 
smo od povprečne intenzitete fluorescence celic, ki smo jo pridobili iz kanala YFP (podatki 
pridobljeni po postopku, opisanem v poglavju 3.2.8) odšteli vrednost povprečne intenzitete 
ozadja (podatki pridobljeni po postopku, opisanem v poglavju 3.2.8).  
 
V drugem koraku smo rezultat, pridobljen v prvem koraku izračuna normalizirali. To smo 
storili tako, da smo rezultat, pridobljen v prvem koraku delili s povprečno intenziteto ozadja 
(MSgg+ PI), ki smo ji predhodno odšteli fluorescenco prazne petrijevke).    
 
V tretjem koraku računanja smo delež celic, ki so izražale protein YFP (podatek pridobljen 
na način, opisan v poglavju 3.2.5.) pomnožili z rezultatom, ki smo ga pridobili v drugem 
koraku. Dobili smo relativne vrednosti za količino proteina YFP v določeni časovni točki in 
te vrednosti integrirali vzdolž višine. Dobili smo rezultat z enoto RFU/RFU x mm. Dobljeni 
rezultat smo pomnožili še s površino slike (dolžina in širina slike sta znašali 0,319 mm) in s 
tem pretvorili podatke v osnovno enoto (RFU/RFU) mm3.  
 
3.2.11 Izračun relativne količine nukleinskih kislin v gojišču (eNK) 
 
Izračun relativne količine nukleinskih kislin v gojišču je potekal v več korakih. 
 
1)   povprečna intenziteta ozadja PI (vzorec) – povprečna intenziteta ozadja (MSgg + PI) 
2)   (1)/((povprečna intenziteta ozadja (MSgg + PI) – fluorescenca prazne petrijevke) 
3)   (povprečna intenziteta ozadja PI (vzorec) - (delež celicePI + delež celiceYFP)) x (2) 
4)  integriranje (3) vzdolž višine preparata 
5)  (4) x površina slike  
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Številka v oklepaju pomeni rezultat pridobljen v koraku z enako številko. V prvem koraku 
smo uporabili povprečno intenziteto ozadja (vzorec), ki smo jo pridobili iz kanala PI 
(postopek pridobitve mean ozadja opisan v poglavju 3.2.8). Od te vrednosti smo odšteli 
povprečno intenziteto ozadja (MSgg + PI).  
 
V drugem koraku smo normalizirali v prvem koraku pridobljeno vrednost fluorescence 
ozadja tako, da smo pridobljeno vrednost ozadja celic delili s povprečno intenziteto ozadja, 
od katere smo predhodno odšteli fluorescenco prazne petrijevke. V tretjem koraku smo od 
vrednosti povprečne intenzitete ozadja (vzorec) odšteli deleža celicePI in celiceYFP (za 
postopek pridobitve vrednosti deleža celicePI in deleža celiceYFP glej poglavje 3.2.5). 
Pridobljeno vrednost smo pomnožili z vrednostjo, pridobljeno v drugem koraku.  
 
V četrtem koraku smo dobljeno vrednost integrirali vzdolž višine preparata in pridobili 
rezultat z enoto (RFU/RFU) mm. Dobljeni rezultat smo nato zmnožili s površino slike. 
Dolžina in širina slike sta znašali 0,319 mm. Tako smo dobili vrednost za količino 
nukleinskih kislin z enoto (RFU/RFU) mm3.  
 
3.2.12 Izračun relativne količine nukleinskih kislin v mrtvih celicah 
 
Izračun relativne količine nukleinskih kislin v celicah, ki so v danem trenutku bile obarvane 
s PI je potekal v več korakih. 
 
1)  Povprečna intenziteta celicePI – povprečna intenziteta ozadja (vzorec) 
2)  (1)/((povprečna intenziteta ozadja (MSgg+PI)- fluorescenca prazne petrijevke) 
3)  Delež celicePI x (2) 
4)  Integriranje (3) vzdolž višine preparata 
5) (4) x površina slike 
 
Številka v oklepaju pomeni rezultat pridobljen v koraku z enako številko. V prvem koraku 
smo od povprečne intenzitete celicePI odšteli vrednost povprečne intenzitete ozadja vzorca 
na kanalu PI. Obe vrednosti podatkov smo pridobili po postopku opisanem v poglavju 3.2.8).  
 
V drugem koraku smo rezultat, pridobljen v prvem koraku izračuna normalizirali. Rezultat, 
iz prvega koraka smo delili s povprečno intenziteto ozadja (MSgg+ PI) od katere smo 
predhodno odšteli fluorescenco prazne petrijevke.    
 
V tretjem koraku smo delež celicePI (podatek pridobljen na način, opisan v poglavju 3.2.5) 
zmnožili z rezultatom, pridobljenim v drugem koraku. V naslednjem koraku smo vzdolž 
višine integrirali rezultat pridobljen v tretjem koraku in rezultat pomnožili s površino slike. 
Dolžina in širina slike sta znašali 0,319 mm. Tako smo dobili vrednost za količino 
nukleinskih kislin v celicah v enoti (RFU/RFU) mm3. 
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4 REZULTATI 
 
4.1 MAKROSKOPSKI IZGLED PREUČEVANIH PELIKLOV  
 
Metodo za časovno spremljanje nastanka peliklov s svetlobnim mikroskopom smo razvijali 
in preiskušali na treh različicah poskusa. Pri prvi različici, kjer smo v tekoče gojišče MSgg 
nacepili divji tip bakterije B. subtilis PS-216 (Slika 4A) je bil pelikel po približno 20 h 
inkubacije belo-prozorne barve z nekoliko nagubanim reliefom. Opazili smo tudi, da se je 
pelikel ob robovih petrijevke pogosto razraščal tudi po stenah v višino. Pri drugi različici, 
kjer smo uporabili sev bakterije B. subtilis z nedelujočim operonom eps (Slika 4B), se je 
nastali pelikel močno razlikoval od pelikla, nastalega pri sevu divjega tipa. Zgostitve celic 
so se nahajale v osrednjih plasteh v gojišču in nakazovale, da so celice sicer imele težnjo po 
združevanju, »pravega« pelikla na površini pa jim ni uspelo sestaviti. V tretji različici smo 
divjemu tipu seva PS-216 ob inokulaciji dodali še propidijev jodid (Slika 4C). Nastali 
biofilm se na pogled s prostim očesom ni razlikoval od originalne različice (Slika 4A). Iz 
tega smo predvidevali, da PI ni imel vpliva na rast in razvoj nastalega pelikla. 
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Slika 4: Fotografije petrijevk z nastalimi pelikli bakterije B. subtilis nastalimi v tekočem gojišču MSgg po 20 
h gojenja na 37 °C: (A) pelikel seva B. subtilis PS-216 YFP, (B) pelikel seva B. subtilis PS-216 Δeps (Tc) 
amyE::P hyperspank-mKate(Cm), (C) poskus nastanka pelikla seva B. subtilis PS-216 YFP z dodatkom PI v 
končni koncentraciji 33 µM. Premer petrijevke je 35 mm.  
4.2 ČASOVNO SPREMLJANJE NASTANKA BIOFILMOV S SVETLOBNIM 
MIKROSKOPOM 
 
Med časovnim spremljanjem nastanka pelikla v tekočem gojišču petrijevke smo opazili, da 
se bakterije seva B. subtilis PS-216 YFP koncentrirajo na dnu (interfaza trdno/voda) in na 
površini (interfaza voda/zrak) tekočega gojišča. Zato smo se v Rezultatih sprva osredotočili 
na ti dve območji gojišča. Opazili smo tudi relativno močne tokove v gojišču, ki so se sicer 
ob trudu, da bi bila temperatura homogena skozi celotno gojišče bistveno upočasnili, ne pa 
tudi povsem izginili. Zato kljub opazovanju istega mikroskopskega polja celice niso nujno 
iste. Pri podajanju slik smo prikazali reprezentativne slike. Vsak poskus smo izvedli v vsaj 
treh neodvisnih bioloških ponovitvah. 
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4.2.1 Opazovanje dogajanja z DIC mikroskopijo na dnu tekočega gojišča petrijevke 
med razvojem biofilma 
 
Bakterije seva B. subtilis PS-216 YFP se v eksponentni fazi v gojišču LB po inokulaciji v 
gojišče MSgg razvrstijo na dno petrijevke in se začnejo relativno hitro podaljševati v 
filamente. Pol ure po inokulaciji (slika 5A) smo opazili, da je večina celic še prosto 
plavajočih, v značilni obliki bacila. Nekaj posameznih celic se je že začelo podaljševati. Eno 
uro po inokulaciji (Slika 5B) opazimo že večje število podaljšanih celic in zato daljše 
filamente. Sčasoma se vse več celic podaljšuje v filamente, povečuje se tudi število krajših 
posamičnih celic. Po petih urah inkubacije je žal stanje na dnu petrijevke postajalo vse slabše 
pregledno, saj se je na površini gojišča začel tvoriti pelikel, ki je vplival na prehajanje 
svetlobe skozi preparat in nam vse bolj onemogočal pregled nad dogajanjem v spodnjih 
plasteh gojišča v petrijevki. 
 
    
 
    
       Se nadaljuje 
 
 
 
 
 
 
Jeršinovič N. Razvoj metode za časovno spremljanje razvoja biofilmov z mikroskopom. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
27 
Nadaljevanje Slike 5: 
    
 
    
 
    
Slika 5: Prikaz dogajanja na dnu gojišča v petrijevki pri sevu B. subtilis PS-216 YFP pri 37 °C v različnih 
časovnih obdobjih po inokulaciji v gojišče MSgg. Slike posnete z mikroskopsko tehniko DIC: (A) 0,5 h po 
inokulaciji, (B) 1 h po inokulaciji, (C) 1,5 h po inokulaciji, (D) 2,5 h po inokulaciji, (E) 3 h po inokulaciji, (F) 
4 h po inokulaciji, (G) 5 h po inokulaciji, (H) 8 h po inokulaciji, (I) 10 h po inokulaciji, (J) 15 h po inokulaciji. 
Merilo predstavlja 100 µm, prikazano je isto vidno polje. 
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4.2.2 Opazovanje dogajanja z DIC mikroskopijo na površini tekočega gojišča 
petrijevke med razvojem pelikla 
 
Po inokulaciji bakterije B. subtilis PS-216 YFP v eksponentni fazi rasti iz gojišča LB v 
gojišče MSgg so celice po inokulaciji na površini gojišča še relativno redke (Slika 6A). Prve 
filamente smo sicer na gladini gojišča (2580 µm) zasledili že eno uro po inokulaciji (Slika 
6B). V nižjih plasteh, razen povsem na dnu, smo filamente opazili le redkokdaj. Gostota 
celic v površinskih plasteh se je postopoma zviševala. V času 2 h po inokulaciji (Slika 6D) 
smo na površini gojišča že zaznali občutno povečanje bakterijske gostote v primerjavi z 
začetnih stanjem. Opazili smo tudi že prve skupke medsebojno povezanih filamentov celic. 
Po štirih urah inkubacije (Slika 6G) opazimo, da je že praktično celotna površina zasedena 
s celicami in da je velik delež celic prepleten v filamente. 4,5 h po inokulaciji (Slika 6H) 
smo opazili, da se višina preparata z medsebojno povezani filamenti na površini že začela 
zviševati. Površina nastajajočega pelikla se je začela tudi gubati. Po petih urah inkubacije 
(Slika 6I) smo opazili, da so že vse celice na površini podaljšane v filamente in so 
medsebojno prepletene. 5,5 ur in 6 ur po inokulaciji (Slika 6J in K) smo opazovali 
spreminjanje reliefa nastajajočega pelikla, ter nastajanje in poglabljanje gub. To nakazuje, 
da je debelina nastajajočega pelikla sčasoma postajala vse debelejša. Dodaten pokazatelj 
poglabljanja debeline pelikla se je odrazil tudi v kvaliteti mikroskopskih slik, saj se je 
kvaliteta slik slabšala. Po nekaj dodatnih urah gojenja so bile nastale mikroskopske slike 
slabo ločljive in tako neprimerne za nadaljnje spremljanje razvoja pelikla. Sklenili smo, da 
bomo učinkovitost delovanja in uporabnost razvite metode za spremljanje nastanka 
biofilmov preiskusili še s tehniko konfokalne mikroskopije. 
    
    
  Se nadaljuje 
 
 
 
 
 
 
Jeršinovič N. Razvoj metode za časovno spremljanje razvoja biofilmov z mikroskopom. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
29 
Nadaljevanje Slike 6: 
    
 
    
 
     
       Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 6: 
     
 
    
 
    
Slika 6: Nastanek pelikla seva B. subtilis PS-216 YFP na površini gojišča MSgg v petrijevki na 37 °C v 
različnih časovnih obdobjih po inokulaciji. Na sliki vidimo najvišjo plast gojišča z nastajajočim peliklom. Slike 
so posnete s tehniko DIC mikroskopije: (A) 0,5 h po inokulaciji (višina: 2580 µm), (B) 1 h po inokulaciji 
(višina: 2580 µm), (C) 1,5 h po inokulaciji (višina: 2580 µm), (D) 2 h po inokulaciji (višina: 2590 µm), (E) 2,5 
h po inokulaciji (višina: 2590 µm), (F) 3 h po inokulaciji (višina: 2590 µm), (G) 4 h po inokulaciji (višina: 
2600 µm), (H) 4,5 h po inokulaciji (višina: 2600 µm), (I) 5 h po inokulaciji (višina: 2650 µm), (J) 5,5 h po 
inokulaciji (višina: 2700 µm), (K) 6 h po inokulaciji (višina: 2750 µm), (L) 8 h po inokulaciji (višina: 2800 
µm), (M) 10 h po inokulaciji (višina: 2800 µm), (N) 15 h po inokulaciji (višina: 2800 µm). Merilo predstavlja 
100 µm. Pozicija osi x in y je pri vseh slikah enaka, dno petrijevke je 0 µm . 
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4.3 OPAZOVANJE NASTANKA BIOFILMA S CLSM  
 
4.3.1 Opazovanje dogajanja s CLSM na dnu tekočega gojišča petrijevke med 
razvojem biofilma 
 
Z DIC mikroskopijo smo sicer uspešno razvili metodo za spremljanje nastanka biofilma, žal 
pa smo zaradi slabe kvalitete slik po nastanku pelikla na površini gojišča izgubili dobršen 
del informacije o dogajanju v petrijevki med inkubacijo. Da bi vseeno pridobili informacije 
o stanju celic v posameznih plasteh gojišča v petrijevki med nastajanjem pelikla smo 
ponovno inokulirali 2 % kulturo bakterijskega seva B. subtilis PS-216 YFP v eksponentni 
fazi rasti iz gojišča LB v gojišče MSgg in spremljali dogajanje v petrijevki s CLSM. Eno uro 
po inokulaciji (Slika 7A) smo opazili tako velik delež posameznih celic, kot tudi že 
podaljšanje celic v filamentozno obliko. Intenziteta fluorescence celic je bila še zelo močna, 
kar nakazuje, da so bile v tej časovni točki celice še v dobrem fiziološkem stanju. Nato je 
intenziteta fluorescence celic rahlo upadla, populacija celic se je izrazito ločila na podaljšane 
celice in zelo kratke celice (Slika 7B). Sčasoma smo opazili, da se vse več celic podaljšuje 
v filamente. Posamične celice so postajale vse redkejše. Vse višji delež celičnih filamentov 
v spodnjih plasteh gojišča in zmanjševanje števila posamičnih celic smo spremljali do 
časovne točke 12 h po inokulaciji kulture (Slika 7G). V obdobju 15 h po inokulaciji (Slika 
7H) smo v najnižjih plasteh zaznali manjše število podaljšanih filamentov. Večina celic je 
bila kratkih in manjših. V nadaljnjih časovnih točkah smo v najnižjih plasteh zaznali vse več 
krajših celic, zviševala se je tudi njihova koncentracija. V časovni točki 20 h po inokulaciji 
(Slika 7J) so krajše celice zavzemale zelo velik del površine gojišča na dnu petrijevke, česar 
predhodno z DIC mikroskopijo nismo mogli zaznati.  
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Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 7: 
   
 
   
Slika 7:  Prikaz dogajanja v spodnjih plasteh gojišča v petrijevki pri sevu B. subtilis PS-216 YFP pri 37 °C v 
različnih časovnih obdobjih po inokulaciji v gojišče MSgg. Slike posnete z mikroskopsko tehniko CLSM: (A) 
1 h po inokulaciji, (B) 2,5 h po inokulaciji, (C) 3 h po inokulaciji, (D) 5 h po inokulaciji, (E) 8 h po inokulaciji, 
(F) 10 h po inokulaciji, (G) 12 h po inokulaciji, (H) 15 h po inokulaciji, (I) 17 h po inokulaciji, (J) 20 h po 
inokulaciji. Merilo predstavlja 100 µm. Debelina optične rezine je znašala 3.43 µm. Prikazano je isto vidno 
polje. Intenziteta vzbujevalne svetlobe na slikah A-H je povečana za 80%, na slikah I-J pa za 70% (povečanje 
na 80% bi poslabšala kvaliteto slike). 
4.3.2 Opazovanje dogajanja s CLSM na površini tekočega gojišča petrijevke med 
razvojem pelikla 
 
Eno uro po inokulaciji bakterijske kulture seva B. subtilis PS-216 YFP v gojišče MSgg smo 
ponovno opazili, da so bile celice v zgornjih plasteh gojišča še relativno redko razporejene 
(Slika 8A). Tako kot pri DIC mikroskopiji (Slika 6B) smo ponovno opazili, da se celice na 
površini kljub nizki koncentraciji že začnejo združevati in se podaljševati v filamente. 
Gostota celic v površinskih plasteh se je tekom inkubacije postopoma zviševala in v časovni 
točki 2 h po inokulaciji (Slika 8B) smo v plasteh na površini gojišča ponovno zaznali izrazito 
povečanje bakterijske gostote v primerjavi z začetnih stanjem. Opazili smo tudi več 
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medsebojno povezanih filamentoznih celic. Po treh urah inkubacije (Slika 8C) smo opazili, 
da se filamenti celic že močno medsebojno prepletajo in zavzemajo vse večjo površino 
gladine gojišča. Pet ur po inokulaciji (Slika 8D) so se filamenti medsebojno že močno 
prepletli preko celotne površine. Prostor med filamenti pa še ni bil v celoti zapolnjen z 
zunajceličnim matriksom oziroma celicami. V šestih urah po začetni inokulaciji (Slika 8E) 
se je število filamentov na površini še dodatno povečalo. Opazili smo veliko manj praznega 
prostora. V naslednji časovni točki, sedem ur po inokulaciji (Slika 8F) smo podobno opazili 
občutno povečanje filamentov na površini in zelo malo praznega prostora med njimi. Osem 
ur po inokulaciji (Slika 8G) smo opazili, da je površina na gladini gojišča že popolnoma 
prekrita s filamenti, slednji so se tudi že začeli strukturno prerazporejevati. Določeni deli 
pelikla so tudi že začeli naraščati v višino. Podobno stanje smo opazili tudi v naslednji 
časovni točki (Slika 8H). V nadaljnjih časovnih točkah v peliklu opazimo, da se je zapolnil 
prostor med filamenti in jih povezal skupaj. Previdevamo, da je prišlo do nastanka večjih 
količin EPS. Struktura nastajajočega pelikla je vse debelejša in bolj nagubana. Pelikel do 16 
h inkubacije (Slika 8L) vse močneje fluorescira. V naslednjih časovnih točkah je intenziteta 
fluoreciranja postala nekoliko šibkejša. 
 
   
                                                                                                                       Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 8: 
   
                                                                                                                        
   
                                                                                                          
   
                                                                                                                           Se nadaljuje   
 
Jeršinovič N. Razvoj metode za časovno spremljanje razvoja biofilmov z mikroskopom. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
36 
Nadaljevanje Slike 8:                                                                                                                                                                                                                                                                                     
    
 
    
                                                                                                                         
   
Slika 8: Nastanek pelikla biofilma seva B. subtilis PS-216 YFP v zgornjih plasteh gojišča MSgg v petrijevki 
na 37 °C v različnih časovnih obdobjih po inokulaciji. Slike posnete s tehniko CLSM: (A) 1 h po inokulaciji 
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(višina: 2740 µm), (B) 2 h po inokulaciji (višina: 2740 µm), (C) 3 h po inokulaciji (višina: 2750 µm), (D) 5 h 
po inokulaciji (višina: 2750 µm), (E) 6 h po inokulaciji (višina: 2760 µm), (F) 7 h po inokulaciji (višina: 2820 
µm), (G) 8 h po inokulaciji (višina: 2920 µm), (H) 8,5 h po inokulaciji (višina: 2920 µm), (I) 10 h po inokulaciji 
(višina: 2900 µm), (J) 12 h po inokulaciji (višina: 2900 µm), (K) 14 h po inokulaciji (višina: 2900 µm), (L) 16 
h po inokulaciji (višina: 2880 µm), (M) 18 h po inokulaciji (višina: 2880 µm), (N) 20 h po inokulaciji (višina: 
2880 µm). Merilo predstavlja 100 µm. Pozicija osi x in y je pri vseh slikah enaka, dno petrijevke je na 0 µm. 
Intenziteta vzbujevalne svetlobe na slikah A-I je dodatno povečana za 50 %. Debelina optične rezine je znašala 
5 µm. 
4.4 3D POGLED PORAZDELITVE CELIC NA RAZLIČNIH VIŠINAH V PETRIJEVKI 
 
4.4.1 Spremljanje nastanka biofilma pri B. subtilis PS-216 YFP 
 
Spremljanje nastanka pelikla v statičnem tekočem gojišču v samo dveh optičnih rezinah, ki 
sta med seboj oddaljeni več kot 2 mm nam lahko poda le delni vpogled v dogajanje. Dodatno 
informacijo lahko dobimo, če optične rezine prikažemo v prostoru s projekcijo največje 
intenzitete (MIP, ang. Maximum intensity projection). 
 
Pri ogledu razporeditve celic na različnih višinah gojišča lahko opazimo dve izraziti 
populaciji celic: celice, ki so se razvrstile na dno, v spodnje plasti petrijevke ter se tam 
kopičile in celice, ki so se tekom gojenja nakopičile na površini gojišča in začele oblikovati 
pelikel. V vmesnih plasteh so se celice pojavljale med razporejanjem. Eno uro po inokulaciji 
(Slika 9A) se je večji delež prisotnih bakterij nahajal v spodnjih plasteh gojišča MSgg v 
petrijevki. Celice so bile sicer prisotne v vseh plasteh gojišča, vendar je bila njihova 
koncentracija na dnu najvišja. Iz pogleda s ptičje perspektive opazimo, da je na gladini 
gostota celic redka, vendar pa določene celice že nakazujejo težnjo po združevanju v skupke 
(Slika 9A). Tri ure po inokulaciji (Slika 9B) je bila razporeditev celic po plasteh še zelo 
podobna prejšnji časovni točki. Stanje je nakazovalo, da so se celice začele dvigovati v višje 
plasti gojišča. Na površini se je koncentracija celic zviševala, opazili smo tudi več 
nastajajočih skupkov celic. Pet ur po nacepitvi celic (Slika 9C) smo opazili, da se 
koncentracija celic in skupkov obarvanih z YFP na površini gojišča počasi približuje tisti na 
dnu. Že v naslednji časovni točki (Slika 9D – 5 ur po inokulaciji) smo na gladini gojišča 
opazili višjo koncentracijo celic, ki formirajo približno 100 µm debelo plast. V vrhnjih 
plasteh je nato očitno prišlo tudi do podvojevanja celic, saj se gostota celic na dnu ni 
spremenila, medtem, ko se je debelina zgornje plasti podvojila (Slika 9E). Višina gojišča z 
nastajajočim peliklom se je povišala. Število posameznih celic v vmesnih plasteh je bilo 
nizko. Deset ur po inokulaciji (Slika 9F) se je pelikel še dodatno debelil, s slik tudi lahko 
razberemo, da površina pelikla ni več vodoravna. Nastajajoči pelikel je tudi vse močneje 
fluoresciral. Posameznih celic v vmesnih plasteh gojišča skorajda ni bilo zaslediti, zaznavno 
koncentracijo celic smo opazili le še na dnu petrijevke.  
 
Dvanajst ur po začetni inokulaciji (Slika 9G) v petrijevki opazimo, da se je nastajajoči pelikel 
dodatno odebelil, višja je bila tudi koncentracija celic v spodnjih plasteh petrijevke. Povečalo 
se je število fluorescirajočih celic nad spodnjo plastjo celic in številom prostoživečih celic 
pod peliklom. Ta trend opazimo v času 15 h po inokulaciji (Slika 9H). Pelikel je dodatno 
odebeljen, fluorescira močneje, kar je lahko posledica višje koncentracije proteina YFP v 
celicah, medtem, ko večja zapolnitev prostora nakazuje na višjo koncentracijo celic. Poleg 
tega ima pelikel bolj razgiban relief. Število prostoplavajočih celic med dnom in peliklom 
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pa se je od 12h (Slika 9G) naprej začelo bistveno povečevati. Prostoplavajoče celice se 
ponovno pojavljajo v vseh plasteh gojišča. Pelikel se je nekoliko posedel, njegov relief pa je 
še bolj naguban in manj kompakten. Število celic v osrednjih plasteh najverjetneje nakazuje 
na sedimentacijo celic iz pelikla proti dnu. Obstaja pa tudi alternativna razlaga tega pojava 
– kultura bi lahko postala številčnejša zaradi podvojevanja celic. 
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 Se nadaljuje 
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    Nadaljevanje Slike 9: 
 
 
              Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 9: 
 
 
 
Slika 9: Prikaz razporeditve celic po posameznih plasteh gojišča MSgg med nastajanjem pelikla pri sevu 
bakterije B. subtilis PS-216 YFP in pogled na nastajajoči pelikel s ptičje perspektive. Višina spremljanega 
stolpca znaša 3200 µm, dolžina in širina stolpca pa znašata 319,45 µm. Razdalje med optičnimi rezinami 
znašajo 50 µm. Zaradi ekstrapolacije, ki jo program avtomatsko izvaja med optičnimi rezinami so posamezne 
celice videti kot navpične črtice. Slike prikazujejo stanje v vodnem stolpcu na določeni višini v posameznem 
časovnem obdobju po inokulaciji in pogled na nastajajoči pelikel z vrha: 1 h po inokulaciji (A), 3 h po 
inokulaciji (B), 5 h po inokulaciji (C), 6,5 h po inokulaciji (D), 8 h po inokulaciji (E), 10 h po inokulaciji (F), 
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12 h po inokulaciji (G), 15 h po inokulaciji (H), 18 h po inokulaciji (I) in 20 h po inokulaciji (J). Intenziteta 
vzbujevalne svetlobe na vseh slikah je povečana za 50 %. 
4.4.2 Spremljanje razvoja pelikla pri mutanti, ki ne sintetizira polisaharida Eps 
  
Spremljali smo dogajanje v petrijevki pri bakterijskem sevu B. subtilis PS-216 z delecijo v 
operonu eps (PS-216 Δeps amyE::mKate). Rezultati so pokazali, da so bile eno uro po 
inokulaciji (Slika 10A) celice razporejene po vseh plasteh gojišča. Celice so bile v skupkih, 
česar pri divjem tipu ni bilo moč opaziti. Dve uri po inokulaciji je bilo stanje podobno (Slika 
10B), le da je na dnu petrijevke prisotnih več skupkov. Po 4 h (Slika 10C) se je v spodnjih 
plasteh petrijevke nabralo več celic kot pri divjem tipu. V osrednjih plasteh stolpca in na 
gladini gojišča pa je bilo celic zanemarljivo malo. Zametki pelikla so se pojavili po petih 
urah (Sliki 10D in F), drugje sprememb ni bilo. Po osmih urah (Sliki 10G in K) se je 
nastajajoči pelikel še dodatno odebelil in prekril večji del gladine gojišča. V nastajajočem 
peliklu smo opazili območja brez zaznane fluorescence (Slika 10K), ki jih pri divjem tipu ni 
bilo moč opaziti. Po 10,5 urah (Sliki 10H in L) je pelikel prekril celotno površino gladine 
gojišča. Bil je neenakomerno debel, naguban in se je začel posedati. V ostalih plasteh, z 
izjemo dna je bilo izrazito malo celic. Po 11,5 urah (Slika 10I) je pelikel potonil, verjetno 
zaradi odsotnosti eksopolisaharidov, ki delujejo kot »lepilo« in skrbijo za obstojnost ter 
kompaktnost pelikla. Po 14 urah je pelikel potonil na dno (Sliki 10M in R). Po 16 h (Sliki 
10N in S) so bile celice znova prisotne na površini. Opazimo, da so potovale navzgor in se 
zbirale na gladini. Potopljeni pelikel je ostal v spodnji polovici višine gojišča v petrijevki, 
ločen od najnižjih plasti gojišča, kjer so bile še vedno prisotne posamične celice. Zanimivo 
je bilo tudi, da so se po 17 urah celice zopet začele dvigovati na površino. Opazili smo, da 
so začele ponovno vzpostavljati pelikel (Sliki 10O in T), ki se je po 19 urah še odebelil (Sliki 
10P in T) in prekril celotno gladino gojišča. Celice iz potopljenega pelikla so opazno 
potovale navzgor proti gladini. 
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   Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 10: 
 
 
      Se nadaljuje 
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  Nadaljevanje Slike 10: 
 
 
 
Slika 10: Prikaz razporeditve celic po posameznih plasteh gojišča MSgg med nastajanjem pelikla pri sevu 
bakterije B. subtilis PS-216 Δeps (Tc) amyE::mKate. Višina spremljanega stolpca znaša 2800 µm, tako 
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dolžina kot širina stolpca pa znašata 319,45 µm. Razdalje med optičnimi rezinami znašajo 50 µm. Zaradi 
ekstrapolacije, ki jo program avtomatsko izvaja med optičnimi rezinami so posamezne celice videti kot 
navpične črtice. Podane slike prikazujejo stanje na določeni višini v gojišču v posameznem časovnem 
obdobju po inokulaciji in pogled na nastajajoči pelikel z vrha: 1 h po inokulaciji (A), 2 h po inokulaciji (B), 4 
h po inokulaciji (C), 5,5h po inokulaciji (D), pogled z vrha 4 h po inokulaciji (E), pogled z vrha 5,5 h po 
inokulaciji (F), 8 h po inokulaciji (G), 10,5 h po inokulaciji (H), 11,5 h po inokulaciji (I), 12 h po inokulaciji 
(J), pogled z vrha 8 h po inokulaciji (K) in pogled z vrha 10,5 h po inokulaciji (L), 14 h po inokulaciji (M), 
16 h po inokulaciji (N), 17 h po inokulaciji (O), 19 h po inokulaciji (P), pogled z vrha 14 h po inokulaciji (R), 
pogled z vrha 16 h po inokulaciji (S), pogled z vrha 17 h po inokulaciji (T), pogled z vrha 19 h po inokulaciji 
(U). Intenziteta vzbujevalne svetlobe na vseh slikah je dodatno povečana za 50 %. V časovnih točkah 1h, 2 h, 
11,5 h in 12 h na slikah pogleda z vrha ni bilo prisotnih celic na površini gojišča, zato slik nismo priložili. 
4.4.3 Spremljanje nastanka biofilma pri B. subtilis PS-216 YFP ob dodatku 
propidijevega jodida 
 
Pristop z opazovanjem bakterij, ki konstitutivno izražajo fluorescenčne proteine, nam 
omogoča opazovanje živih bakterij, torej tistih celic, ki vsebujejo fluorescenčni protein YFP. 
Te bakterije na slikah svetijo v zeleni barvi. Celice, ki so odmrle in imajo prepustno 
membrano sčasoma izgubijo fluorescenčni protein, kar jih naredi za fluorescenčno 
mikroskopijo nevidne. To za opazovanje dinamike celične rasti ne predstavlja večje ovire, 
dokler so te v majhnem deležu. Da bi ugotovili, kolikšen je delež oziroma kakšna je časovna 
dinamika odmiranja celic med nastankom biofilma, smo gojili biofilm v prisotnosti 
propidijevega jodida (PI), ki prehaja v celice s prepustno membrano ter zajemali konfokalne 
slike tako na kanalu YFP, kot tudi na kanalu PI. PI se je po prehodu v celice s prepustnimi 
membranami povezal z nukleinskimi kislinami v celici in začel oddajati močno fluorescenco 
rdeče barve. Na slikah vidimo tudi veliko rumene fluorescence. Rumena barva se pojavi kot 
seštevek rdeče in zelene fluorescence. Celice, ki fluorescirajo rumeno so že začele odmirati, 
njihova membrana je postala bolj prepustna, zato je molekula PI že lahko prešla v celico, 
niso pa še izgubile proteina YFP. 
 
Podobno kot pri slikah, ki prikazujejo nastajanje pelikla ob odsotnosti PI (Slika 9) lahko na 
Sliki 11 najprej opazimo celično porazdelitev v vseh ravninah v gojišču s težiščem celične 
gostote proti dnu (Slika 11A). Mrtvih celic, torej tistih, ki bi se obarvale s PI je bilo 
zanemarljivo malo. Dve uri po inokulaciji (Slika 11B) se je gostota celic na površini 
postopno povečevala. Skupaj z odsotnostjo mrtvih celic to nakazuje na premik celic iz 
osrednjega dela proti vrhu, saj smo v osrednjih plasteh višine gojišča opazili znižano 
koncentracijo celic. Štiri ure po inokulaciji (Slika 11C) smo na površini opazili dodatno 
povišanje koncentracije celic in večje število celic, ki so potovale po vodnem stolpcu. V 
spodnjih plasteh gojišča smo opazili, da so se prve celice že obarvale s PI in hkrati 
fluorescirale v zeleni in v rdeči barvi. 5,5 h (Slika 11D) po inokulaciji smo opazili, da so se 
s PI obarvane celice nekoliko posedle. Za razliko od slik, na katerih ni bilo barvanja s PI, 
lahko v tem primeru opazujemo tudi celice, ki sicer na kanalu YFP zaradi izgube proteina 
YFP niso vidne. Gostota celic na površini gojišča se je še dodatno povečala. Nastajajoči 
pelikel se je dvignil in pokril celotno opazovano površino gojišča. 8 ur po inokulaciji (Slika 
11E) smo opazili, da je pelikel postal bolj naguban. V vmesnih plasteh med dnom in 
peliklom je bilo prisotno večje število celic. Med njimi je bilo veliko celic obarvanih s PI. 
Visoka koncentracija rdeče obarvanih celic je bila tudi v časovnih točkah 10h po inokulaciji 
(Slika 11F) in 12,5 h po inokulaciji (Slika 11G). Večji del rdečih celic se je nahajal v 
spodnjem delu gojišča, do približne višine 1200 µm. V časovni točki 12,5 h (Slika 11G) je 
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pelikel začel svetleje fluorescirati, v rumeno-zeleni barvi. Slednje je posledica obarvanja 
manjšega deleža celic s propidijevim jodidom. 14,5 h po inokulaciji (Slika 11H) opazimo, 
da je na dnu prisotno le še manjše število celic, obarvanih s PI. V peliklu opazimo večjo 
obarvanost s PI, spremeni se barva fluorescence pelikla. Pelikel začne fluorescirati svetleje, 
postane še bolj rumenkast, kot posledica močnejše fluorescence PI – torej se je število celic, 
ki so se obarvale s PI še dodatno povečalo. V času 16,5 ur po inokulaciji (Slika 11I) v 
najnižjih plasteh gojišča ne zaznamo več veliko celic, obarvanih s PI. V zgornjih plasteh se 
je dodatno spremenil relief nastalega pelikla, ki je postal bolj razgiban. 19,5 h po inokulaciji 
(Slika 11J) so v spodnjih plasteh gojišča prisotne le še celice, neobarvane s PI. Pelikel na 
površini se je nekoliko posedel, manjša pa je tudi intenziteta njegove fluorescence. 
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Se nadaljuje 
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    Nadaljevanje Slike 11: 
 
 
 
             Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 11: 
 
 
Slika 11: Prikaz razporeditve celic po posameznih plasteh gojišča MSgg med nastajanjem pelikla pri sevu 
bakterije B. subtilis PS-216 amyE::P hyperclo-3-yfp ob dodatku PI v končni koncentraciji 33 µM. Višina 
spremljanega stolpca znaša 2850 µm, dolžina in širina stolpca znašata 319,45 µm. Zaradi ekstrapolacije, ki jo 
program avtomatsko izvaja med optičnimi rezinami s posamezne celice videti kot navpične črtice. Razdalje 
med optičnimi rezinami znašajo 50 µm. Stolpec je z vrhom nagnjen proti opazovalcu. Podane slike 
prikazujejo stanje na določeni višini v gojišču v posameznem časovnem obdobju po inokulaciji in pogled na 
nastajajoči pelikel z vrha : 1 h po inokulaciji (A), 3 h po inokulaciji (B), 4 h po inokulaciji (C), 5,5 h po 
inokulaciji (D), 8 h po inokulaciji (E), 10 h po inokulaciji (F), 12,5 h po inokulaciji (G), 14,5 h po inokulaciji 
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(H) in 16,5 h po inokulaciji (I) in 19,5 h po inokulaciji (J). Intenziteta vzbujevalne svetlobe vseh slik je 
povečana za 50 %, z izjemo stolpčnih prikazov časovnih točk 12,5 h po inokulaciji (G), 14,5 h po inokulaciji 
(H), 16,5 h po inokulaciji (I) in 19,5 h po inokulaciji (J), kjer je intenzitta vzbujevalne svetlobe povečana za 
40% ter prikazov z vrha za časovne točke 10h po inokulaciji (F), 12,5 h po inokulaciji (G), kjer je intenziteta 
vzbujevalne svetlobe dodatno povečana za 35 %. Pri prikazih z vrha za časovne točke 14,5 h po inokulaciji 
(H), 16,5 h po inokulaciji (I) in 19,5 h po inokulaciji (J) intenzitete vzbujevalne svetlobe nismo povečevali. 
Celice, ki na sliki fluorescirajo zeleno so žive celice, ki izražajo protein YFP; rdeče fluorescirajo odmrle 
celice, ki so že deloma lizirale in se je iz njih sprostil protein YFP; rumena barva na sliki je seštevek 
fluorescence zelene in rdeče barve – umirajoče celice s prepustno membrano in, ki vsebujejo protein YFP. 
4.5 KVANTITATIVNA ANALIZA PORAZDELITVE CELIC PO PLASTEH 
TEKOČEGA GOJIŠČA V PETRIJEVKI MED NASTANKOM BIOFILMA 
 
Prostorski vpogled v dogajanje ob nastanku biofilma nam poda predvsem kvalitativno 
informacijo. Njegova pomanjkljivost je tudi, da ob transformaciji informacije iz realnega 3D 
prostora v prikazani 2D ravnini del slikovne informacije izgubimo zaradi prikaza oziroma 
prekrivanja signalov v različnih višinah gojišča. Tako so pri prikazu razporeditve celic po 
posameznih plasteh gojišča (Slika 9) prikazane le najvišje intenzitete signala v opazovani 
osi, medtem ko ostalih ne vidimo. Zato smo z analizo in obdelavo konfokalnih slik v 
posamezni optični ravnini prikazali delež površine celic z določeno fluorescenco ter ga 
povezali s časom in višino. Na ta način smo lahko dobili sočasni vpogled v časovno in 
prostorsko dinamiko razporeditve biomase v preparatu, torej v petrijevki s tekočim gojiščem. 
Sočasno nam je to omogočilo tudi kvantitativni vpogled v dogajanje. 
 
4.5.1 Kvantitativna analiza porazdelitve celic B. subtilis PS-216 YFP v plasteh 
tekočega gojišča v petrijevki med nastankom pelikla  
 
Graf z logaritmiranim deležem površine, ki ga zajemajo celice na različnih višinah gojišča v 
petrijevki v različnih časovnih točkah nam služi kot prikaz spreminjanja žive biomase v 
gojišču tekom nastajanja pelikla (Slika 12). Ob začetku inkubacije je bila gladina gojišča na 
višini približno 2750 µm. V gojišču je bilo prisotnih malo celic, ki so bile relativno 
enakomerno razporejene po osi Z (Slika 12). V spodnjih plasteh so se celice v največjem 
številu zadrževale predvsem na dnu petrijevke (do višine 30 µm) (Slika 13). Na površini 
gojišča se je v nekaj urah po inokulaciji začelo naglo povečevati število celic. V času 
približno 2 h po inokulaciji lahko opazimo, da je delež celic v posamezni plasti sicer zelo 
podoben, vendar se v spodnjih plasteh že pojavlja malenkost nižji delež celic. Na površini 
gojišča se je medtem koncentracija celic začela zviševati (Slika 12).  
 
Po šestih urah inkubacije se je na dnu petrijevke (do 30 µm) število celic začelo povečevati 
(Slika 12, Slika 13). V zgornjih plasteh se je na višini med 2600 in 2800 µm gojišča biomasa 
celic, ki so sestavljale nastajajoči pelikel izrazito povečala (Slika 12, Slika 14). V časovni 
točki 8 h po inokulaciji smo na dnu petrijevke (do približne višine 30 µm) opazili višanje 
koncentracije celic (Slika 13). Ob tem času je v petrijevki narasla višina gojišča z 
nastajajočim peliklom (Slika 12, Slika 14). Nova višina preparata je znašala 3000 µm. 
Število celic na površini gladine gojišča se je še naprej hitro povečevalo. V naslednjih 
časovnih točkah se je tvorba pelikla nadaljevala. Celice oziroma nastajajoči pelikel so na 
gladini gojišča z vsako dodatno uro inkubacije zavzemali vse večji delež površine (Slika 12, 
Slika 14). V spodnjih plasteh petrijevke se je še dodatno povišala koncentracija celic na dnu 
petrijevke (do višine 30 µm) (Slika 13), kjer je najvišjo vrednost dosegla ob koncu 
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inkubacije. Po 15 urah inkubacije je bil zaseden delež površine s peliklom največji. Po tej 
časovni točki se je delež površine, zaseden s celicami v petrijevki začel zmanjševati. Višina 
gojišča s peliklom se je začela zniževati. V času 18 h po inokulaciji smo opazili, da se je na 
predelu pelikla znižalo število celic, povišal pa se je delež celic v vseh plasteh gojišča 
petrijevke (Slika 12).   
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Slika 12: Logaritmiran delež površine (logA), ki ga zasedajo celice na različnih višinah gojišča v petrijevki v 
različnih časovnih točkah rasti B. subtilis PS-216 YFP. Najvišja vrednost LogA=-0,44 pomeni približno 35 % 
zasedene površine; vrednost okrog logA= -2 pomeni 1 % zasedenosti površine, vrednost logA=-3 pomeni le 
0,1 % zasedenosti površine. Dno petrijevke je na 0 µm. (Spodnja pražna vrednost upoštevane intenzitete 
fluorescence delcev oziroma threshold, normalizirana na povprečno intenziteto slike je znašala 1,25. Zgornja 
pražna vrednost intenzitete fluorescence delcev na mikroskopski sliki je znašala 225).   
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Slika 13: Logaritmiran delež površine, ki ga zasedajo celice v spodnjih 80 µm gojišča v petrijevki v različnih 
časovnih točkah rasti B. subtilis PS-216 YFP. Najvišja vrednost LogA=-1 pomeni približno 10 % zasedene 
površine; vrednost okrog logA= -2 pomeni 1 % zasedenosti površine, vrednost logA=-3 pomeni le 0.1 % 
zasedenosti površine. Dno petrijevke je na 0 µm. (Spodnja pražna vrednost upoštevane intenzitete 
fluorescence delcev oziroma threshold, normalizirana na povprečno intenziteto slike je znašala 1,25. Zgornja 
pražna vrednost intenzitete fluorescence delcev na sliki je znašala 225).  
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Slika 14: Logaritmiran delež površine (logA), ki ga zasedajo celice v zgornjih 700 µm gojišča v petrijevki v 
različnih časovnih točkah rasti B. subtilis PS-216 YFP. Najvišja vrednost LogA=-0,36 pomeni približno 43 % 
zasedene površine; vrednost okrog logA= -2 pomeni 1 % zasedenosti površine, vrednost logA=-3 pomeni le 
0,1 % zasedenosti površine. Dno petrijevke je na 0 µm. (Spodnja pražna vrednost upoštevane intenzitete 
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fluorescence delcev oziroma threshold, normalizirana na povprečno intenziteto slike je znašala 1,25. Zgornja 
pražna vrednost intenzitete fluorescence delcev na mikroskopski sliki je znašala 225).   
4.5.2 Kvantitativna analiza porazdelitve celic B. subtilis PS-216 ∆eps amyE:mKate po 
plasteh tekočega gojišča v petrijevki med nastankom pelikla  
 
Po inokulaciji v gojišče je bila koncentracija celic seva B. subtilis PS-216 ∆eps amyE:mKate 
podobno kot pri divjem tipu relativno enakomerno razporejena. Na podoben način smo 
spremembo v obliki zviševanja koncentracije najprej opazili na dnu petrijevke in na površini 
gojišča. Celice so začele na površini tvoriti pelikel, v katerem tik preden potone pokritost 
celic doseže 90 %. To je približno 3-krat več kot pri divjem tipu in morda vzrok, da se ni bil 
sposoben obdržati na površini. Opazili smo tudi, da se nastajajoči pelikel ni širil v višino Po 
11 h inkubacije je potonil v osrednje plasti petrijevke. Skladno z rezultati iz poglavja 4.4.2 
(Slika 10) se je koncentracija celic v obdobju 15 h po inokulaciji na površini ponovno začela 
krepiti in tvoriti pelikel. Celice propadlega pelikla so tonile še naprej, kar je povzročilo 
ponovno zvišanje koncentracije celic na dnu petrijevke. 
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Slika 15: Logaritmiran delež površine, ki ga zasedajo celice na različnih višinah gojišča v petrijevki v 
različnih časovnih točkah rasti B. subtilis PS-216 ∆eps amyE:mKate. Najvišja vrednost LogA=-0,04 pomeni 
približno 90 % zasedene površine; logA= -0,30 pomeni približno 50 % zasedene površine, vrednost okrog 
LogA=-2 pomeni 1 % zasedenosti, vrednost logA=-3 pomeni le 0,1 % zasedenosti površine. Dno petrijevke 
je na višini 0 µm. (Spodnja pražna vrednost upoštevane intenzitete fluorescence delcev oziroma threshold, 
normalizirana na povprečno intenziteto slike je znašala 0,75. Zgornja pražna vrednost intenzitete 
fluorescence delcev na sliki je znašala 225). 
4.5.3 Kvantitativna analiza porazdelitve celic B. subtilis PS-216 v plasteh tekočega 
gojišča v petrijevki med nastankom pelikla z dodanim propidijevim jodidom 
 
Spreminjanje viabilne biomase v gojišču tekom nastajanja pelikla je prikazano na sliki 16 
(A-C), kjer je prikazan delež neliziranih celic, za katere pričakujemo, da vsebujejo 
fluorescenčni protein YFP. Te celice se niso obarvale s propidijevim jodidom (celiceYFP). 
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Deleži liziranih celic (celicePI), ki so obarvane s propidijevim jodidom (PI) nam služijo kot 
merilo mrtvih oziroma umirajočih celic (Slika 1 D-F). V vsakem stolpcu so trije grafi, vsak 
od posamičnih grafov predstavlja po eno biološko neodvisno ponovitev vzorca. 
 
CeliceYFP so bile po inokulaciji (ko je koncentracija celic zelo nizka) približno enakomerno 
razporejene v vseh ravninah gojišča. CeliceYFP so se kopičile na površini gojišča, kjer je 
nastajal pelikel. Prve celice so se s PI obarvale že 2 h po inokulaciji. Najprej je do obarvanja 
prišlo na dnu petrijevke. Po nekaj urah so se obarvale tudi celice v preostalih ravninah 
gojišča, z manjšimi časovnimi zamiki pri različnih ponovitvah. Najvišja koncentracija 
celicePI je bila pri vseh ponovitvah prisotna pred koncem inkubacije v ravninah na dnu 
petrijevke in v peliklu na površini, ko je rast tega začela stagnirati.  
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                                                                                                               Se nadaljuje 
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Nadaljevanje Slike 16: 
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Slika 16: Logaritmirani deleži površin celiceYFP (A-C) in celicePI (D-F), ki jih zasedajo celice na različnih 
višinah gojišča v petrijevki v različnih časovnih točkah pri B. subtilis PS-216 YFP ob dodatku PI. Vrednost 
LogA= -0,50 pomeni približno 32 % zasedene površine, vrednost okrog LogA= -2 pomeni 1 % zasedenosti, 
vrednost logA=-3 pomeni le 0,1 % zasedenosti površine. Dno petrijevke je na 0 µm. (Spodnja pražna vrednost 
upoštevane intenzitete fluorescence delcev oziroma threshold, normalizirana na povprečno intenziteto slike je 
znašala 1,25. Zgornja pražna vrednost intenzitete fluorescence delcev na mikroskopski sliki je znašala 225).    
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4.5.3.1 Delež celiceYFP, celicePI in njuno razmerje  
 
Kot merilo za vrednotenje biomase celic med inkubacijo v gojišču smo uporabili integral 
deleža celic z izraženim YFP vzdolž višine. Za lažjo predstavo na grafu smo vrednosti 
normalizirali na najvišjo vrednost med obdobjem gojenja (vsako vrednost smo delili z 
najvišjo vrednostjo v posamezni ponovitvi). Opažene vrednosti smo za lažjo predstavo na 
grafu še logaritmirali. Pri posameznih ponovitvah smo najvišjo stopnjo povišanja na grafu 
zaznali v časovnih točkah, kjer je bilo nastajanje pelikla najbolj intenzivno. V časovni točki 
približno 12 h po inokulaciji (Slika 17) je bil delež celic v petrijevki pri vseh ponovitvah 
blizu najvišje opažene vrednosti. Pri tretji ponovitvi je količina biomase po približno 12 h 
inkubacije začela upadati, pri drugi ponovitvi pa se je delež celiceYFP še nekoliko povečal. 
Glede na to, da smo v zaključnih točkah inkubacije v ostalih primerih opazili posedanje 
pelikla in zmanjšanje njegove fluorescence predvidevamo, da bi ob podaljšanem gojenju 
pelikla padec biomase viabilnih celic zaznali v vseh ponovitvah.  
 
 
Slika 17: Logaritem deležev celiceYFP normaliziran na najvišjo opaženo vrednost 
Dinamika odmiranja celic, v gojišču prikazana kot delež celicePI (Slika 18) je bila v grobem 
podobna v vseh treh ponovitvah. Delež celicePI se je močno povišal nekaj ur po inokulaciji 
celic (2-3 h), ko so se s PI obarvale celice v slabšem fiziološkem stanju na dnu petrijevke. 
Med nadaljnjim gojenjem so se celice s prepustno membrano obarvale, najvišji vrh pa smo 
zaznali, ko so za PI postale prepustne celice v peliklu. 
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Slika 18: Logaritem deležev celicePI normaliziranih na maksimalno vrednost 
Kot smo ugotovili že v predhodnih rezultatih je bilo v začetnih časovnih točkah število 
celicePI nično in razmerje močno v prid celiceYFP. Z inkubacijo so se spreminjali tudi pogoji 
v petrijevki; pričakovano se je pričelo povečevati število celicePI in zniževati razmerje med 
celiceYFP in celicePI (Slika 19). Slednje so proti koncu inkubacije lizirale in jih ni bilo možno 
zaznati, zato se je proti koncu inkubacije razmerje celiceYFP in celicePI ponovno začelo 
povečevati. 
 
 
Slika 19: Logaritem razmerja količinama celiceYFP in celicePI 
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4.6. OCENA RELATIVNE KOLIČINE PROTEINA YFP  
 
Koncentracijo celiceYFP smo kot že omenjeno uporabili za merilo biomase viabilnih celic v 
gojišču. Zanimalo nas je tudi, kakšna je količina znotrajceličnega proteina YFP med 
gojenjem pelikla in, kolikšna je količina zunajceličnega proteina YFP, za katerega 
pričakujemo, da se med lizo celic sprosti v gojišče. 
 
4.6.1 Kvantitativna analiza porazdelitve proteina YFP v plasteh tekočega gojišča v 
petrijevki med nastankom pelikla  
 
Na grafih (Slika 20A-C) smo prikazali produkta intenzitete fluorescence celiceYFP in deleža 
površine, ki ga v posamezni ravnini zavzemajo celiceYFP za prikaz količine znotrajceličnega 
proteina YFP v gojišču. Produkt intenzitete fluorescence ozadja celiceYFP in deleža površine, 
ki ga v posamezni ravnini zavzema gojišče smo uporabili za prikaz celokupne količine 
izvenceličnega proteina YFP (Slika 20D-F). Pri prikazu relativne količine znotrajceličnega 
(Slika 20A-C) oziroma relativne količine zunajceličnega proteina YFP (Slika 20D-F) vidimo 
razporeditev proteina YFP glede na lokacijo v gojišču v posameznem časovnem obdobju. V 
vsakem stolpcu so trije grafi, vsak od posamičnih grafov predstavlja po eno biološko 
neodvisno ponovitev vzorca. 
 
Pri grafih, ki ponazarjajo količino znotrajceličnega proteina YFP (Slika 20A-C) je bila 
količina proteina v začetnih časovnih točkah enakomerno razporejena v vseh ravninah 
gojišča pri vseh ponovitvah oziroma nekoliko višja v najvišjih ravninah gojišča. Pri vseh 
ponovitvah je bilo znatno povečevanje količine proteina zaznati med nastajanjem pelikla. 
Na dnu petrijevke in v osrednjih plasteh gojišča je bilo naraščanje količine znotrajceličnega 
proteina YFP komajda zaznavno.  
 
Za količino in porazdelitev zunajceličnega proteina YFP (Slika 20D-F) bi pričakovali, da bo 
korelirala s celično lizo (Slika 18), sprva bo torej zelo nizka in enakomerno razporejena v 
vseh ravninah gojišča. Zunajceličnega proteina YFP neposredno po inokulaciji naj v gojišču 
ne bi bilo. Z grafov (Slika 20D-F) vseeno razberemo manjše količine na površini že takoj po 
inokulaciji. Prikazana količina zunajceličnega proteina YFP na grafih (Slika 20D-F) pa je 
navidezno višja, saj prispevka fluorescence znotrajceličnega proteina YFP na ozadje kljub 
konfokalnosti in dekonvoluciji ni mogoče popolnoma izničiti. Količina zunajceličnega YFP 
se je začela povečevati približno dve uri po inokulaciji, torej so rezultati o lizi celic v nekaj 
urah po inokulaciji skladni z ugotovitvami o obarvanju celic s PI. Po začetku formiranja 
pelikla na površini je naglo začela naraščati tudi količina zunajceličnega proteina YFP v 
peliklu, kar potrjuje predhodno pridobljene podatke o poteku razvoja pelikla in je skladno z 
naraščanjem količin celicePI in celiceYFP. V ostalih ravninah gojišča je bilo naraščanje 
količine zunajceličnega proteina manj izrazito. V zadnjih časovnih točkah inkubacije je bila 
količina zunajceličnega proteina YFP v gojišču približno desetkrat manjša kot v peliklu. 
Nekoliko bolj izrazito je bilo povečevanje količine zunajceličnega proteina YFP na dnu 
petrijevke. Do povečevanja količine zunajceličnega proteina YFP je sicer prišlo v vseh 
ravninah gojišča, vendar je bilo slednje v osrednjih plasteh gojišča manj izrazito in slabše 
ponovljivo. Prikazana koncentracija zunajceličnega proteina YFP je kot omenjeno 
navidezno višja. Relativna količina proteina YFP v gojišču je tekom inkubacije ves čas 
naraščala. Kot smo razbrali iz predhodnih rezultatov med nastankom pelikla v gojišču 
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prihaja tudi do lize celic, kar se dodatno kaže tudi v konstantnem povečevanju količine 
proteina YFP v gojišču.  
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Slika 20: Prikaz logaritma produkta intenzitete fluorescence celiceYFP z deležem celiceYFP log(I x A) za količino 
znotrajceličnega proteina YFP (A-C) ter prikaz produkta intenzitete fluorescence proteina YFP v ozadju in 
deleža površine, ki ga zavzema gojišče v posamezni ravnini (D-F) za količino zunajceličnega YFP. Vsak graf 
prikazuje eno od treh neodvisnih bioloških ponovitev. 
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4.6.2 Ocena celokupne količine znotraj- in zunajceličnega proteina YFP ter njuno 
razmerje 
 
Relativna količina znotrajceličnega proteina YFP narašča s časom. Za lažjo predstavo na 
grafu smo vrednosti normalizirali na najvišjo vrednost med obdobjem gojenja (vsako 
vrednost smo delili z najvišjo vrednostjo v posamezni ponovitvi). Opažene vrednosti smo 
nato za lažjo predstavo na grafu še logaritmirali. Opaziti je variabilnost med ponovitvami, 
čeprav je bil trend naraščanja YFP podoben. Večje razlike v dinamiki količine YFP se 
pojavijo po 15-ih urah (Slika 21).  
 
 
Slika 21: Logaritem količine znotrajceličnega proteina YFP (log(RFU/RFU) mm3)) normalizirane na 
maksimalno vrednost  
Ob začetku inkubacije je bila celokupna količina zunajceličnega proteina YFP v gojišču 
zanemarljiva, a je po nekaj urah inkubacije strmo narasla in se ustalila v počasni trend 
naraščanja. Sklepamo, da povečevanje količine YFP zunaj celic kaže na lizo celic (Slika 22), 
kar je v skladu tudi z rezultati barvanja s PI. 
 
Kot smo omenili že v poglavju 4.6.1. je prikazana količina zunajceličnega proteina YFP 
(Slika 22) navidezno višja, saj prispevka fluorescence znotrajceličnega proteina YFP na 
ozadje kljub konfokalnosti in dekonvoluciji nismo mogli popolnoma izničiti. Relativna 
količina proteina YFP v gojišču je tekom inkubacije naraščala. Iz predhodnih rezultatov 
razberemo tudi, da med nastankom pelikla v gojišču prihaja do lize celic, kar se dodatno 
kaže tudi v konstantnem povečevanju količine proteina YFP v gojišču.  
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Slika 22: Logaritem količine zunajceličnega proteina YFP v gojišču (log((RFU/RFU) mm3)) normalizirane na 
maksimalno vrednost 
Razmerje med zunaj- in znotrajcelično količino proteina YFP (Slika 23) je bilo v začetnih 
časovnih točkah majhno. Tekom inkubacije se je povečevalo v prid količine zunajceličnega 
proteina YFP. Po nekaj začetnih časovnih točkah gojenja se je začelo razmerje med zunaj- 
in znotrajcelično količino proteina YFP obračati v prid zunajceličnega proteina YFP. 
 
 
Slika 23: Logaritem razmerja med celokupno količino zunajceličnega proteina YFP in znotrajceličnega 
proteina YFP 
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4.7 OCENA RELATIVNE KOLIČINE NUKLEINSKIH KISLIN  
 
Zanimalo nas je tudi, kakšna je znotrajcelična količina nukleinskih kislin v celicah, 
obarvanih s PI in kakšna je dinamika ter relativna količina zunajceličnih nukleinskih kislin, 
ki se po lizi sprosti v gojišče. 
 
4.7.1 Kvantitativna analiza porazdelitve nukleinskih kislin po plasteh tekočega 
gojišča v petrijevki med nastankom pelikla 
 
Na grafih (Slika 24) smo prikazali produkt intenzitete fluorescence celicePI z deležem 
celicePI (Slika 24A-C) ter produkt intenzitete fluorescence ozadja na kanalu PI in deleža 
površine, ki jo zaseda gojišče v posamezni ravnini v petrijevki (Slika 24D-F). Pri prikazu 
relativne količine znotrajceličnih nukleinskih kislin (slika 24A-C) oziroma relativne količine 
zunajceličnih nukleinskih kislin (slika 24D-F) vidimo razporeditev nukleinskih kislin glede 
na lokacijo v gojišču MSgg v posameznem časovnem obdobju.  
 
Pri grafih, ki ponazarjajo relativno količino znotrajceličnih nukleinskih kislin (Slika 24A-C) 
je bila količina celicPI v začetnih časovnih točkah nizka in enakomerno razporejena po vseh 
ravninah gojišča pri vseh ponovitvah. To je skladno s predhodno pridobljenimi rezultati, da 
je bila količina liziranih, za PI prepustnih celic nizka (Slika 18). Sledilo je povečevanje 
količine znotrajceličnih, PI dostopnih nukleinskih kislin na dnu petrijevke in se na podobni 
ravni zadrževalo do konca inkubacije v vseh treh ponovitvah. Celice na dnu petrijevke so se 
s PI vedno obarvale pred celicami na vrhu gojišča, kar nakazuje, da celična liza verjetno prej 
nastopi na dnu gojišča. Med samim gojenjem je do rahlega povečanja količine celicePI prišlo 
tudi v srednjih ravninah gojišča in s tem tudi do povečane količine PI dostopnega 
znotrajceličnim nukleinskim kislinam. Ker je do najbolj izrazitega povečevanja količine 
celicPI prišlo v nastajajočem peliklu, je tam pričakovano najvišja tudi količina znotrajceličnih 
nukleinskih kislin, ki so dostopne PI. Potek dogajanja v posameznih ponovitvah je bil 
primerljiv, le da proces nastajanja ni vedno potekal z enakim tempom.  
 
Pričakovano grafi zunajceličnih nukleinskih kislin (Slika 24D-F) korelirajo z grafi 
znotrajceličnih nukleinskih kislin, ki so dostopne PI (Slika 24A-C), saj se mora integriteta 
celične membrane najprej porušiti, potem pa lahko z difuzijo nukleinske kisline zapustijo 
celico. Difuzija je dobro opazna, kot že omenjeno obstajata dva glavna vira nukleinskih 
kislin – dno gojišča in pelikel na vrhu gojišča.  
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Slika 24: Prikaz logaritma produkta intenzitete fluorescence nukleinskih kislin in deleža celicePI, ki jo 
zavzemajo odmirajoče celice (I x A) kot merilo za količino nukleinskih kislin v odmirajočih celicah (A-C) ter 
prikaz produkta intenzitete fluorescence zunajceličnih nukleinskih kislin pomnoženega z deležem površine, ki 
jo zavzema gojišče v posamezni ravnini – kot merilo za zunajcelično količino nukleinskih kislin (D-F). V 
vsakem stolpcu so trije grafi, posamezen graf prikazuje eno od treh neodvisnih bioloških ponovitev.  
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4.7.2 Ocena celokupne količine znotraj- in zunajceličnih nukleinskih kislin ter njuno 
razmerje  
 
Z integracijo produktov intenzitete fluorescence in delež celicePI vzdolž višine lahko njihov 
prikaz (Slika 24) poenostavimo. Tako na račun izgubljene lokacijske informacije dobimo 
vpogled v celokupno količino znotraj- in zunajceličnih nukleinskih kislin v določeni časovni 
točki v opazovanem volumnu (Sliki 25 in 26). Celokupna količina zunajceličnih nukleinskih 
kislin (Slika 26) narašča; na začetku inkubacije je opaziti polurni zamik. Iz razmerja (Slika 
27) med zunajceličnimi in znotrajceličnimi obarvanimi nukleinskimi kislinami sledi, da sta 
bili kmalu po začetku lize v grobem konstatni. Razmerje med zunaj- in znotrajcelično 
količino nukleinskih kislin se proti koncu inkubacije začne ponovno povečevati. Količina 
zunajceličnih nukleinskih kislin se je namreč proti koncu inkubacije začela zniževati (Slika 
27).  
 
 
Slika 25: Logaritem količine znotrajceličnih nukleinskih kislin (log((RFU/RFU) mm3)) normaliziranih na 
maksimalno vrednost  
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Slika 26: Logaritem količine nukleinskih kislin v gojišču (log((RFU/RFU) mm3)) normaliziran na maksimalno 
vrednost 
 
 
Slika 27: Logaritem razmerja med količino zunaj- in znotrajceličnih nukleinskih kislin 
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5 RAZPRAVA 
 
5.1 RAZVOJ METODE  
 
V magistrski nalogi smo razvili metodo za časovno spremljanje nastanka biofilmov s 
svetlobno mikroskopijo.  
 
Največji izziv sta nam predstavljali vprašanji, kako vzdrževati konstantne pogoje v petrijevki 
med gojenjem in kako zagotoviti ustrezno kvaliteto slike ves čas gojenja. Tehtanje petrijevke 
z gojiščem pred začetkom in po končani inkubaciji je pokazalo, da je tesnjenje pokrova s 
silikonom preprečilo izhlapevanje vode. Z dodano izolacijo na dnu inkubacijske komore in 
z natančnimi nastavitvami temperature pokrova nam je uspelo zmanjšati učinek toplotnega 
gradienta, kar smo pod mikroskopom lahko opazili kot zmanjševanje sicer močnih tokov v 
petrijevki (podatki niso prikazani). S tem smo izboljšali konstantnost pogojev in 
ponovljivost rezultatov, kar je bil predpogoj za nadaljnji razvoj metode.  
 
Integracija steklenega krovnika v pokrov petrijevke nam je omogočila uporabo 
mikroskopske tehnike DIC. Višina gojišča v petrijevki je znašala približno 2700 µm, kar je 
s stališča svetlobne mikroskopije relativno debel preparat – čeprav naj bi DIC mikroskopi 
zagotavljali rezultate z zadovoljivo kvaliteto nastalih mikroskopskih slik tudi pri debelejših 
preparatih (Ockenga, 2018). Mikroskopske slike, pridobljene v prvih nekaj časovnih točkah 
so bile jasne, z ustreznim kontrastom. Kmalu po začetku formiranja biofilma se je kvaliteta 
slik začela slabšati. Vse debelejši nastajajoči pelikel z velikimi količinami zunajceličnega 
matriksa je vplival na izgubo polarizacije svetlobe, podobno kot plastični materiali. Po 5-6 
urni inkubaciji so bile nastale mikroskopske slike že zelo nerazločne, kar je zahtevalo 
nadgradnjo metode.  
 
Zato smo metodi DIC dodali še tehniko konfokalne vrstične mikroskopije (CLSM), ki nam 
je omogočila boljšo prostorsko ločljivost posameznih celic. CLSM je fluorescenčna tehnika, 
zato smo izkoristili lastnost rekombinantnih sevov B. subtilis, ki konstitutivno izražajo 
fluorescentne proteine. Uporaba fluorescenčnega kanala nam je omogočila hkratno 
opazovanje kulture z dodanim propidijevim jodidom, ki služi kot marker porušene integritete 
celične membrane oziroma tudi obarva zunajcelično DNA (eDNA). 
 
Preučevan eksperimentalni model z nastajajočim peliklom v statičnem gojišču višine ~ 2000 
µm (nadalje poimenovan »preparat«) je tudi pri uporabi konfokalne mikroskopije 
predstavljal izziv za kvalitetno mikroskopiranje. Debel preparat v konfokalni mikroskopiji 
predstavlja že 100 µm debel vzorec. Nekateri viri (Wilhelm in sod., 2018) navajajo, da naj 
bi z optičnimi rezinami ob ustreznih nastavitvah lahko mikroskopirali tudi do 500 um debel 
preparat. Naš pristop je vseboval prilagajanje intenzitete laserske svetlobe po višini preparata 
ter računalniško obdelavo slik z algoritmom, ki smo ga razvili sami. Testiranje pristopa na 
približno 1000 µm debelem preparatu s homogeno porazdelitvijo celic (priloga E) je bilo 
uspešno, saj je bil rezultat našega pristopa prav tako homogena porazdelitev celic, ne glede 
na orientacijo preparata. V nadaljnjih poskusih nam je uspelo dobiti zadovoljivo kvaliteto 
slik pri končnih debelinah preparata do približno 3000 µm.  
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Delovanje metode smo ponazorili s spremljanjem dogajanja v treh različnih poskusih. 
Zanimalo nas je, kako bo potekala tvorba peliklov pri bakterijskem sevu B. subtilis PS-216 
YFP z in brez dodanega propidijevega jodida ter pri bakterijskem sevu B. subtilis PS-216 
Δeps amyE::mKate, za katerega smo predhodno vedeli, da naj ne bi tvoril enakih peliklov 
kot sevi divjega tipa (Nagorska in sod., 2010).  
 
5.2.1 Nastanek pelikla pri bakterijskem sevu B. subtilis PS-216 YFP  
 
Po nacepitvi celic v gojišče se je glavnina dogajanja zgodila bodisi v spodnjih plasteh bodisi 
v zgornjih plasteh gojišča, kar je bilo mogoče dokumentirati s tehnikama DIC in CLSM. V 
obeh predelih obstaja v začetnih urah dimorfizem celic: daljše in kratke celice. S 
povečevanjem biomase v petrijevki, kar je pri vseh ponovitvah zaznavno vsaj do 10 h, se je 
povečeval delež podaljšanih celic. Nadalje smo opazili združevanje celic v filamente. Obstoj 
filamentov na dnu in v zgornjih plasteh je opazil tudi Kobayashi (2007a), ki je gojil pelikle 
bakterijskega seva B. subtilis ATCC 6051 in v različnih časovnih intervalih z dna odvzemal 
vzorce in si jih ogledoval pod mikroskopom. Filamenti celic iz spodnjih plasti gojišča, ki jih 
je odvzel v obdobju po 9-10 h gojenja so močno spominjali na podaljšane celice, ki so bile 
prisotne v nastajajočem peliklu po 20-urnem gojenju. Predvideval je, da filamenti nastanejo 
na dnu ter naknadno potujejo navzgor in tvorijo pelikel. Ta hipoteza se ne sklada z rezultati, 
ki smo jih pridobili v naših poskusih. Na dnu smo, kot že predhodno omenjeno, opazovali 
pretvorbo celic v podaljšano obliko. Filamenti, nastali na dnu petrijevke so res spominjali na 
filamente, ki so se se formirali na gladini gojišča in tvorili pelikel, a natančnejši pregled slik 
nam pokaže jasno razliko – na vrhu gojišča tvorijo celice vse gostejše urejene preplete, 
medtem ko na dnu opazimo zgolj naključno oblikovane agregate. Nadalje nismo opazili, da 
bi slednji potovali navzgor. Celice, ki smo jih med razporejanjem bodisi k dnu bodisi na 
površino opazili v osrednjih plasteh so bile večinoma v značilni obliki bacila. Podaljšane 
celice smo opazili izjemoma. Tako npr. lahko iz prilog F1 in F3, kjer smo prikazali obliko 
celic v posameznih časovnih točkah vidimo, da so celice v vmesnih plasteh večinoma v 
obliki posameznih celic in ne v obliki filamentov, kar dodatno nasprotuje prej omenjeni 
Kobayashi-evi hipotezi (2007a). Naša opažanja so sicer v skladu z opažanji Branda in sod. 
(2001), ki so jemali vzorce s površine nastajajočega pelikla in jih opazovali pod 
mikroskopom. Opazili so negibljive celice, ki so tvorile filamente in se medsebojno 
povezovale, vendar iz takega poskusa ne moremo zaključevati, da filamenti niso nastali npr. 
na dnu, saj bi lahko krhke povezave razbili z jemanjem vzorca iz gojišča. Nadalje je bila 
prostorska in časovna resolucija njihovega poskusa nekoliko slabša, saj so opazovali zgolj 
posamezen vzorec pelikla ter vzorec gojišča pod njim na vsakih 12 h. V našem preparatu pa 
smo lahko natančno opazovali, kako se je število novo nastalih, medsebojno povezanih 
celičnih filamentov na površini gojišča v začetnih urah naglo povečevalo. V prikazanem 
primeru (Slika 8, Slika 9, prilogi F1 in F3) so se podaljšane celice v časovnih točkah 6 h in 
7 h po inokulaciji že medsebojno povezale preko površine celotne petrijevke, med njimi je 
bilo prisotnega še veliko praznega prostora. V naslednjih časovnih obdobjih se je 
koncentracija celičnih filamentov dodatno zviševala. V časovni točki 8 h (Slika 8, Slika 9, 
prilogi F1 in F3) smo po inokulaciji že opazili dvigovanje nastajajočega pelikla v višino. 
Sledilo je dodatno zmanjševanje medceličnega prostora, predvidevamo, da tudi na račun 
množične proizvodnje EPS. Razmerje med zunaj- in znotrajcelično količino proteina YFP 
je bilo v začetnih časovnih točkah pričakovano majhno, saj v gojišču še ni bilo prisotnih 
večjih količin ostankov lize celic. Razmerje se je nato tekom inkubacije povečevalo v prid 
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količine zunajceličnega proteina YFP. Že po nekaj začetnih časovnih točkah gojenja nas je 
presenetilo opažanje, da se je razmerje med zunaj- in znotrajcelično količino proteina YFP 
navidez obrnilo v prid zunajceličnega proteina YFP. Slednje si lahko razlagamo kot 
posledico velike optične gostote nastajajočega pelikla, kar je najverjetneje povzročilo visok 
delež intenzitete fluorescence in je tako količina znotrajceličnega proteina YFP ostala 
podcenjena. Poleg tega je prikazana koncentracija zunajceličnega proteina YFP navidezno 
višja, saj prispevka fluorescence znotrajceličnega proteina YFP na ozadje kljub 
konfokalnosti in dekonvoluciji ni mogoče popolnoma izničiti. Čeprav EPS brez barvanja ni 
mogoče videti s fluorescenčnim mikroskopom se v času od 8-10 h količina zunajceličnega 
YFP približa znotrajcelični in zato bi tudi ta lahko prispeval k navideznemu zapolnjevanju 
medceličnih prostorov. Predvidevamo, da bi se lahko zunajcelični YFP, ki je sicer vodotopen 
ujel v EPS, čeprav neposrednih dokazov za to nimamo. V naslednjih časovnih točkah je 
relief pelikla postajal vse bolj razgiban. Celice, ki jih lahko razločimo so se skrajšale. 
Celokupna biomasa je naraščala počasi ali pa se ni spreminjala bistveno in je po vizualni 
oceni znašala okoli 90 % vse biomase gojišča predvidoma skupaj z zunajceličnim 
matriksom. V spodnjih plasteh (po 15 h inkubacije) so bile prisotne manjše celice okrogle 
oblike, ki so močno fluorescirale. To nenadno povečanje števila močno fluorescirajočih celic 
od časovne točke 17 h po inokulaciji (Slika 7I) do časovne točke 20h (Slika 7J) nakazuje, da 
bi te lahko sedimentirale iz pelikla. Lahko bi bile spore, nastale iz filamentov celic v spodnjih 
plasteh gojišča. Vendar tega nismo nadalje preverjali. Fluorescenca ozadja do časovne točke 
12 h gojenja (Slika 7G) ni bila izrazita. Povišanje fluorescence ozadja po 12 h gojenja 
povezujemo z odmiranjem in lizo bakterijskih, ki je omogočila sproščanje vsebine celic, 
vključno s proteinom YFP v gojišče.  
 
Predpostavljamo, da se bakterije premaknejo na površino gojišča najverjetneje zaradi 
pomanjkanja kisika v nižjih plasteh (Branda in sod., 2001), vendar iz naših poskusov ne 
moremo nedvoumno sklepati na usmerjeno gibanje, saj so bile celice prisotne od prve 
opazovane časovne točke (0.5 h do 1 h po nacepitvi) tako zgoraj kot spodaj. Med razvojem 
pelikla, ko biomasa naglo narašča smo opazili, da pride do povečane separacije med površino 
in dnom, saj v vmesnih predelih skoraj ni zaznati celic. Iz rezultatov žal ne moremo zaključiti 
ali so te potonile ali odplavale navzgor. Delno pa lahko pojav razložimo s celično lizo, ki se 
začne približno 2.5 h po nacepitvi pojavljati po celotni višini gojišča, razen na površini, kjer 
se v večji meri pojavi z vsaj nekaj urnim zamikom. Opazili smo, da je tekom razvoja pelikla, 
torej takrat ko se je biomasa še povečevala pri vsaki ponovitvi v vsaj enem izmed opazovanih 
časovnih obdobij od 2-7 krat več s PI obarvanih celic kot ostalih celic. Rezultat je bil 
nekoliko presentljiv, saj bi pričakovali, da bo celična liza v večji meri sledila po daljši 
inkubaciji in nakazovala propad pelikla. Predhodno so se Shi in sodelavci (2007) že 
spraševali, kako zanesljivo je določanje viabilnosti celic glede na barvanje s PI, saj utegne 
biti membrana prepustnejša tudi v eksponentni fazi. Vendar so Sretenovic in sod. (2017) v 
predhodnih poskusih opazili lizo posameznih celic bakterije B. subtilis v nestresanih 
kulturah le 60 min po precepitvi kulture v eksponentni fazi rasti v gojišče SYM, ki je 
prehransko bogato gojišče in pokazali, da nukleinske kisline z difuzijo zapuščajo celice za 
PI. Celice so slednjič z DIC mikroskopijo postale nevidne, kar je posledica izenačitve 
refrakcijskega indeksa znotrajcelične vsebine z okoljem. Zaključili so, da je podobnosti 
znotrajcelične in zunajcelične vsebine znak celične smrti. Tudi v našem poskusu so se celice 
v spodnjih plasteh gojišča že eno uro po inokulaciji podaljševale, kar nakazuje na pozno 
eksponentno fazo oziroma na prehajanje kulture v stacionarno fazo rasti (Branda in sod. 
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(2001) in priča o slabšem fiziološkem stanju opazovanih celic. V spodnjih plasteh gojišča so 
se celice najverjetneje soočile s pomanjkanjem kisika (Branda in sod., 2001) in lahko tudi s 
pomanjkanjem hranil, ki se običajno kopičijo na vrhnjem mikrosloju (Yamamoto in sod., 
2010). Celice v spodnjih plasteh gojišča se namreč soočajo s pomanjkanjem kisika (Branda 
in sod., 2001), saj do njih difundira zelo malo kisika s površine (Armitano in sod., 2014). 
Vrhnje plasti gojišča na interfazi voda/zrak še vedno zagotavljajo preferenčno okoljsko nišo, 
saj so celice tam v stiku z visokimi koncentracijami kisika, ki sicer počasi in v manjših 
količinah difundira tudi v nižje plasti. Celice na površini so v stiku tudi s hranili iz tekočega 
gojišča, ki celo difundirajo iz celotnega gojišča navzgor (Armitano in sod., 2014). 
 
Naši rezultati barvanja celic in eDNA s PI se deloma skladajo z Zafra in sod. (2012), ki so 
preučevali eDNA bakterije B. subtilis v stresanih kulturah in ugotovili, da se ta iz celic v 
visokih koncentracijah sprošča v pozni eksponentni fazi rasti. V našem poskusu smo preko 
povečevanja biomase in s sledenjem deleža celiceYFP ter celokupne količine znotrajceličnega 
YFP opazili, da obstajata dve hitrosti rasti. Prva jasno eksponenta faza je trajala prvih nekaj 
ur, nato se je prirast biomase bistveno upočasnil. Še pred koncem prve hitre faze je sledilo 
drastično povečanje liziranih celic, ki ga je potem počasi spremljalo prav tako počasno 
povečanje biomase. V splošnem je graf količine s PI obarvanih znotrajceličnih nukleinskih 
kislin (Slika 25) zelo dobro koreliral z grafom deleža celic, ki so se obarvale s PI (Slika 18). 
To pomeni, da je bilo spreminjanje količine znotrajceličnih nukleinskih kislin, ki so dostopne 
PI, predvsem posledica spreminjanja deleža celicePI, ne pa splošne znotrajcelične količine 
nukleinskih kislin v preparatu. Celokupna količina zunajceličnih nukleinskih kislin (Slika 
26) je naraščala. Na začetku inkubacije smo opazili polurni zamik. Iz razmerja (Slika 27) 
med zunajceličnimi in znotrajceličnimi obarvanimi nukleinskimi kislinami sklepamo, da sta 
bili kmalu po začetku lize v grobem konstatni, kar bi pričakovali v primeru difuzije, ki poteka 
do izenačitve znotraj in zunajcelične koncentracije nukleinskih kislin. Razmerje med zunaj- 
in znotrajcelično količino nukleinskih kislin se proti koncu inkubacije začne ponovno 
povečevati. Količina zunajceličnih nukleinskih kislin se namreč začne proti koncu 
inkubacije zniževati (Slika 27), kar nakazuje na njihovo razgradnjo. Zafra in sod. (2012) so 
tudi ugotovili so, da je molekula zunajcelične DNA podobna velikosti celotnega genoma. V 
istih vzorcih so spremljali tudi količino mrtvih celic v gojišču in ugotovili, da je bilo v 
njihovem poskusu tudi ob najvišjih koncentracijah zunajcelične DNA mrtvih največ 5% 
prisotnih celic, kar je precej manj kot v pričujočem statičnem modelnem sistemu, kjer smo 
tekom razvoja pelikla zasledili tudi do 70 % mrtvih celic.  
 
Težko bi ovrednostili vlogo populacije bakterij na dnu gojišča. Zanimivo je, da kljub temu, 
da je biomasa te populacije v povprečju za približno 10-krat nižja od biomase na površini 
ležečih celic, je potencialno prispevek njihovih zaradi lize sproščenih nukleinskih kislin 
podoben tistemu v peliklu. Predhodno so raziskovalci že ugotavljali, da celice, ki lizirajo in 
se njihova vsebina sprosti v okolje, okoliškim celicam služijo kot vir hranil. S tem 
pripomorejo k odlašanju sporulacije pri celicah bakterije B. subtilis, ki je sicer proces, 
ključen za preživetje stresnih pogojev, ki pa je energetsko zelo potratna (Gonzalez-Pastor in 
sod., 2003; Lopez in sod., 2009). Številni viri navajajo, da eDNA lahko predstavlja vir hranil 
v oligotrofnih okoljih (temu opisu ustreza tudi okolje, v katerem se začne formirati biofilm) 
(Finkel in Kolter, 2001). Da bi zunajcelične nukleinske kisline lahko bile vir hranil v našem 
primeru kaže opažanje, da začne količina zunajceličnih nukleinskih kislin proti koncu 
inkubacije upadati, kar nakazuje na njihovo razgradnjo. Izločena DNA se sicer lahko uporabi 
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tudi pri horizontalnih genskih prenosih v kompetentne celice bakterije B. subtilis in vpliva 
na potek evolucije (Molin in Tolker-Nielsen, 2003).  
 
Zafra in sod. (2012) so izvedli tudi poskus, kjer so v tekočem in v trdnem gojišču MSgg 
gojili seve bakterije B. subtilis, ki ne tvorijo eDNA. Kolonije pri obeh tipih gojišč se na videz 
niso razlikovale od kolonij divjega seva, zato so zaključili, da eDNA nima vloge pri tvorbi 
biofilmov. Iz rezultatov, pridobljenih v našem poskusu je razvidno, da bi DNA po sprostitvi 
iz liziranih celic lahko potovala proti vrhnjim plastem. Sočasno je v vrhnjih plasteh gojišča 
potekala tvorba pelikla. To je posebej zanimivo, saj so Sretenović in sod. (2017) opazili, da 
produkti celične lize mehansko povezujejo celice v razredčenih gojiščih. Iz dotedaj znanih 
rezultatov bi težko zaključevali o pomenu in vlogi eDNA pri tvorbi nastajajočega pelikla, 
vendar predvidevamo, da bi eDNA iz liziranih celic z dna petrijevke lahko celicam v 
nastajajočem peliklu bodisi predstavljala vir hranil bodisi vplivala na strukturo in integriteto 
nastajajočega pelikla. Razlog za upad količine zunajceličnih nukleinskih kislin v gojišču 
najverjetneje leži tudi v nukleazah, ki se ob lizi celic sprostijo v gojišče in razgrajujejo 
nukleinske kisline, s katerimi pridejo v stik (Pietramellara in sod., 2009). 
 
Propad pelikla lahko označuje premik lize iz spodnjih plasti k zgornjim plastem, torej k 
peliklu. Ob tem lahko opazimo, da se kljub prostorski in časovni dinamiki liziranja celic, 
biomasa v gojišču po 8 h bistveno ne spreminja, kar kaže na to, da obstaja v gojišču 
ravnovesje med propadlimi in novo nastalimi celicami. Iz naših rezultatov lahko sklepamo, 
da v primeru, kjer je inkubacija dovolj dolga (>15 h) se celice znova pojavijo v osrednjih 
plasteh. Takrat biomasa ne narašča več, torej gre za prerazporeditev, ki ima za posledico 
večjo poroznost in hkratno posedanje pelikla. Natančnejša analiza pokaže, da te celice 
večinsko niso mrtve, njihova okroglost ter majhnost pa nakazuje, da bi lahko bile spore, v 
katerih je ostal predhodno sintetizirani protein YFP. V opazovanem času, to je do 15 h 
oziroma do 20 h do popolnega kolapsa pelikla ni prišlo. 
 
5.2.2 Nastanek biofilma pri bakterijskem B. subtilis PS-216 Δeps amyE::mKate 
 
V okviru naloge smo spremljali tudi dinamiko razvoja pelikla pri mutanti Δeps, ki ne 
producira polisaharida in zato slabše tvori biofilme (Branda in sod., 2006, Kobayashi in sod., 
2012, Dogša in sod., 2014). Branda in sod. (2001) so poskušali gojiti biofilme s sevi bakterije 
B. subtilis z okvarjenima genoma yveQ in yveR na operonu eps. Za produkta genov yveQ in 
yveR, ki sodelujeta pri sintezi biofilmov so ugotovili, da v stoječih kulturah yveQ in yveR 
mutante ustvarjajo debele, a zelo krhke pelikle, ki običajno razpadejo in potonejo na dno. 
Površine teh peliklov so bile gladke in niso vsebovale zračnih struktur. S fazno-kontrastno 
mikroskopijo so ugotovili, da so bile razlike med divjim tipom in mutantami v proteinih 
YveQ ter YveR prisotne tudi na celičnem nivoju. Mutante so tvorile dolge verige celic na 
intefazi voda-zrak. Medsebojno se niso povezale, niti se niso poravnale. Oblikovale so šibke 
agregate. Rast teh agregatov je sovpadala z dramatičnim povečanjem dolžine verig.  
 
Pri gojenju peliklov bakterijskega seva B. subtilis PS-216 Δeps amyE::mKate smo opazili, 
da glavnina dogajanja v petrijevki ni bila jasno razmejena na spodnje in zgornje plasti 
gojišča, kot pri sevu divjega tipa. Naše ugotovitve o obliki celice so se skladale z dognanji 
Branda in sod. (2001). Celice so se že navidez razlikovale od celic seva divjega tipa, saj so 
bile podaljšanih oblik. V začetnih časovnih točkah nastanka pelikla je glavnina dogajanja v 
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spodnjih plasteh gojišča potekala podobno kot pri divjem tipu. Postopoma so se celice 
pojavile tudi na gladini gojišča. V času med časovnima točkama 6 h in 8 h se je močno 
povišala koncentracija celic v vrhnjih plasteh. Celice so se množično delile in poskušale 
tvoriti pelikel. Iz odstotka površine, ki ga zasedajo celice opazimo, da so celice procentualno 
zavzemale veliko večji delež površine, kot pri sevih divjega tipa, z delujočim operonom. 
Domnevamo, da bi z večjo gostoto celic lahko skušale nadomestiti odsotnost zunajceličnih 
polisaharidov. Količina celic je do časovne točke 10.5 h še dodatno narastla. Ob tem se 
pelikel ni debelil v smeri nad gladino, pač pa v globino. Pelikel se žal ni bil zmožen obdržati 
na površini, saj je v tej časovni točki pelikel že za malenkost potonil. V naslednji časovni 
točki (11.5 h) je masa celic, ki so poskusile tvoriti pelikel že potonila na višino 1400 µm. V 
naslednje pol ure je masa celic potonila na višino 400 µm, kjer se je zadrževala tudi še 14 h 
in 16 h po inokulaciji. V časovni točki 16 h smo na gladini gojišča MSgg ponovno zaznali 
prisotnost celic, ki so prišle na površje iz potopljenega pelikla. Koncentracija teh celic se je 
v dodatni uri inkubacije še zviševala in postalo je jasno, da celice ponovno skušajo tvoriti 
pelikel. Podobno kot Branda in sod. (2001) smo torej opazili, da celice kljub nedelujočem 
operonu eps skušajo tvoriti pelikel in iz pogleda s ptičje perspektive opazimo, da se celice 
na površini gojišča niso podaljšale v filamente, ki bi se medsebojno povezali, kot smo to 
opazili pri sevu divjega tipa.  
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6 SKLEPI 
 
- Uspešno smo razvili metodo za opazovanje nastanka plavajočih biofilmov, saj smo lahko 
uspešno časovno in prostorsko spremljali ter razlikovali nastanek peliklov pri divjem tipu in 
pri biofilmski mutanti tako kvalitativno kot kvantitativno. 
 
-Kmalu po nacepitvi bakterijske kulture divjega tipa v stoječe gojišče se populacija celic 
razdeli na dva glavna dela, na celice na dnu in na celice na površini gojišča, ki tvorijo pelikel. 
 
-Nastanek pelikla spremlja izdatna liza celic, ki se najprej začne v populaciji celic na dnu. 
Ta populacija je v splošnem 10 do 100-krat manjša od populacije v peliklu, a prispeva 
približno polovico zunajceličnih nukleinskih kislin. 
 
-Celice mutante, ki ni sposobna tvoriti Eps, kljub prvotno neuspelemu poskusu nastanka 
pelikla, ponovno začenjajo tvoriti pelikel na gladini gojišča.   
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7 POVZETEK 
 
Biofilmi so arhitekurno kompleksne skupnosti bakterijskih celic pritrjene na površino 
(Vlamakis in sod., 2008). Poti, po katerih se biofilmi sintetizirajo in pogoji, ki povzročijo 
njihov nastanek se pri posameznih vrstah lahko medsebojno močno razlikujejo (Lemon in 
sod., 2008). Kljub številnim razlikam v sestavi med posameznimi vrstami in različnimi 
okoljskimi pogoji, ki botrujejo pri nastanku, je vsem biofilmom skupno, da celice v njem 
povezuje zunajcelični matriks, ki sestoji iz eksopolisaharidov (EPS), proteinov in v nekaterih 
primerih tudi iz nukleinskih kislin (Dogša in sod., 2013; Sutherland, 2001). Biofilmom je 
skupno tudi, da se začnejo razvijati kot odgovor na zunajcelične signale (ti so lahko prisotni 
v okolju ali pa jih bakterije izdelajo same) (Dogša in sod., 2014; Kolter in Greenberg, 2006). 
Biofilm bakterijam zagotavlja tudi zaščito pred mnogimi grožnjami iz okolja (Mah in 
O'Toole, 2001). 
 
V magistrski nalogi smo za spremljali nastanek in razvoj pelikla v kontroliranih, konstantnih 
pogojih z različnimi tehnikami svetlobne mikroskopije. Pri opazovanju seva modelnega 
organizma B. subtilis PS-216 YFP z DIC mikroskopijo smo ugotovili, da nastajajoči pelikel 
močno poslabša kvaliteto slike, zato po nekaj urah inkubacije nadaljnje spremljanje razvoja 
pelikla z DIC mikroskopijo ni bilo več mogoče. Nato smo preizkusili in optimizirali 
delovanje metode še s CLSM. Delovanje metode smo testirali še z dodatnim sevom B. 
subtilis PS-216 ∆eps amyE:mKate ter barvanjem B. subtilis PS-216 YFP z dodanim PI. PI 
smo dodali z namenom spremljanja smrtnosti celic in količine zunajceličnih nukleinskih 
kislin. Razvili smo algoritme, ki so nam omogočili prostorsko kvantifikacijo količine celic 
ter nukleinskih kislin iz zajetih CLSM slik. Obstoječa programska oprema nam je tudi 
omogočila vpogled v 3D stanje nastajajočega pelikla.  
 
Pri različici poskusa smo pri sevu divjega tipu bakterije B. subtilis PS-216 ugotovili, da se 
populacija celic po inokulaciji razdeli na dva glavna dela. Manjša populacija celic se razdeli 
na dno petrijevke, večja populacija tvori pelikel in je ob koncu inkubacije med 10 do 100-
krat številčnejša. Ob dodatku PI smo opazili, da celice v spodnjih plasteh gojišča v nekaj 
urah po inokulaciji v gojišče odmrejo in lizirajo. Obarvanju celic na dnu petrijevke s PI je 
med nastajanjem pelikla v nekaj urah sledilo obarvanje celic v preostalih ravninah.  
 
Ugotovili smo, da celice pri sevu bakterije B. subtilis PS-216 ∆eps amyE:mKate kljub 
nefunkcionalnem operonu eps skušajo tvoriti pelikel na površini. Kljub temu, da je skupek 
celic, ki so skušale tvoriti pelikel potonil, je kasneje ponovno prišlo do zgostitve celic na 
površini gojišča in ponovnega poskusa nastanka pelikla. 
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PRILOGE 
 
Priloga A: Makro za obdelavo slik, pridobljenih z DIC mikroskopijo. 
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Priloga B: Makro za obdelavo slik, pridobljenih s CLSM. 
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Priloga C: Priprava spor 
 
 
Seve B. subtilis smo iz agarske plošče LB nacepili v 3 mL gojišča LB in jih prekonočno 
gojili na 37 °C s stresanjem (200 obratov/min). Naslednji dan smo prekonočno kulturo 100-
kratno razredčili v falkonke s 5 mL sporulacijskega gojišča in jih naslednjih 5 dni inkubirali 
s stresanjem (200 obratov/min) na 37 °C. Falkonske epruvete s sporami smo nato kuhali v 
termobloku 30 minut na 80 °C. Po kuhanju smo spore 10 minut centrifugirali na 10 000x g, 
nato pa odlili supernatant, sporam dodali 5 mL fiziološke raztopine in resuspendirali celice. 
Nato smo še dvakrat ponovili postopek centrifugiranja, odlili supernatant, dodali 5 mL 
fiziološke raztopine in resuspendirali celice. Ker smo želeli vedeti koncentracijo 
pripravljenih spor, smo 100 µL spor nacepili na 2% LB plošče z ustreznimi antibiotiki v 
redčitvah 10-5, 10-6, 10-7 in 10-8. Plošče smo odnesli na inkubacijo na 37 °C in naslednji dan 
izračunali koncentracijo. Koncentracija nastalih spor je znašala približno 109 spor/mL. 
Spore smo razdelili v mikrocentrifugirke in jim kot krioprotektant dodali 10-12% (V/V) 
glicerola, ter jih do uporabe zamrznili na –20 °C. 
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Priloga D: Nastavitve CLSM mikroskopa pri spremljanju razvoja biofilma bakterije B. 
subtilis PS-216  
 
Priloga D1: Nastavitve CLSM mikroskopa pri spremljanju razvoja biofilma bakterije B. 
subtilis PS-216 YFP 
 
Tu-YFP (switch track every frame) 400-650 nm 
Objective LD Plan Neofluar 20x/0.4 Corr Ph2  
Frame size 1232 x 1232 
 8 bit/piksel 
Direction / smer ↔ 
Scan speed 7 
Pixel dwell 0,86 µs 
Scan time 3,05 sec 
Averaging number 2 
Image size 319,45 µm x 319,45 µm 
Pixel size 0,52 µm 
pinhole 53 µm, kar znaša 1,50 AU  
AU (pri 1,50 AU mikroskop zajema svetlobo iz 16,6 µm 
debele sekcije) 
 
Spodnji del Višina preparata 313,71 µm 
Laser (488 nm) Od 2,3 % do 2,8 % 
Master gain Od 832 V do 840 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
3,43 µm (optimal 8,28 µm) 
 
Celota Višina preparata 3154,53 µm 
Laser (488 nm) Od 2,2% do 2,8 % 
Master gain Od 838 V do 850 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
50 µm (optimal 8,28 µm) 
 
Zgornji del Višina preparata 712,2 µm 
Laser (488 nm) 4,3%  
Master gain 877 V  
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
5 µm (optimal 8,28 µm) 
 
Z vključitvijo funkcij AutoZ brightness correction, Spline Interpolation, Extrapolate, Enable 
test smo prilagodili jakost laserja na različnih višinah gojišča. Nastavili smo želene 
nastavitve laserja v najnižji in v najvišji plasti posameznega bloka. Te funkcije so za 
posamezne vmesne rezine prilagodile nastavitve laserja sorazmerno z začetnimi in končnimi 
nastavitvami in se linearno spreminjale.  
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Priloga D2: Nastavitve CLSM mikroskopa pri spremljanju razvoja biofilma bakterije B. 
subtilis PS-216 ∆eps amyE:mKate   
 
mKate (switch track every frame) 400 nm – 700 nm 
Objective LD Plan Neofluar 20x/0.4 Corr Ph2  
Frame size 1232 x 1232 
 8 bits/piksel 
Direction / smer ↔ 
Scan speed 7 
Pixel dwell 0,86 µs 
Scan time 3,05 sec 
Averaging number 2 
Image size 319,45 µm x 319,45 µm 
Pixel size 0,52 µm 
pinhole 89 µm, kar znaša 2,28 AU 
AU (pri 2,28 AU mikroskop zajema svetlobo iz približno 
26,8 µm sekcije) 
 
Spodnji del Višina preparata 335,36 µm 
Laser (561 nm) 4,4 % 
Master gain 860 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
3,43 µm (optimal 13,4 µm) 
 
Celota Višina preparata 3086,39 µm 
Laser (561 nm) 5 % 
Master gain 889 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
50 µm (optimal 13,4 µm) 
 
Zgornji del Višina preparata 750,44 µm 
Laser (561 nm) 5 % 
Master gain 889 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
5 µm (optimal 13,4 µm) 
 
Z vključitvijo funkcij AutoZ brightness correction, Spline Interpolation, Extrapolate, Enable 
test smo prilagodili jakost laserja na različnih višinah gojišča. Nastavili smo želene 
nastavitve laserja v najnižji in v najvišji plasti posameznega bloka. Te funkcije so za 
posamezne vmesne rezine prilagodile nastavitve laserja sorazmerno z začetnimi in končnimi 
nastavitvami in se linearno spreminjale.  
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Priloga D3: Nastavitve CLSM mikroskopa pri spremljanju razvoja biofilma bakterije B. 
subtilis PS-216 YFP z dodatkom PI (kanal YFP) 
 
YFP 
 
TuYFP (switch track every line) 400-590 nm 
Objective LD Plan Neofluar 20x/0.4 Corr Ph2  
Frame size 1232 x 1232 
 8 bit/piksel 
Direction / smer ↔ 
Scan speed 7 
Pixel dwell 0,86 µs 
Scan time 3,05 sec 
Averaging number 1 
Image size 319,45 µm x 319,45 µm 
Pixel size 0,52 µm 
pinhole 53 µm, kar znaša 1,59 AU 
AU (pri 1,59 AU mikroskop zajema svetlobo iz približno 
16,7 µm sekcije) 
 
Spodnji del Višina preparata 293,30 µm 
Laser (488 nm) 2,2 % 
Master gain 800 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
3,43 µm (optimal 8,32 µm) 
 
Celota Višina preparata 2837,47 µm 
Laser (488 nm) Od 3,6 % do 4,5 % 
Master gain Od 801 V do 850 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
50 µm (optimal 8,32 µm) 
 
Zgornji del Višina preparata 630,08 µm 
Laser (488 nm) Od 4,1 % do 3,9%  
Master gain Od 855 V do 839 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
5 µm (optimal 8,32 µm) 
 
Z vključitvijo funkcij AutoZ brightness correction, Spline Interpolation, Extrapolate, Enable 
test smo prilagodili jakost laserja na različnih višinah gojišča. Nastavili smo želene 
nastavitve laserja v najnižji in v najvišji plasti posameznega bloka. Te funkcije so za 
posamezne vmesne rezine prilagodile nastavitve laserja sorazmerno z začetnimi in končnimi 
nastavitvami in se linearno spreminjale.  
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Priloga D4: Nastavitve CLSM mikroskopa pri spremljanju razvoja biofilma bakterije B. 
subtilis PS-216 YFP z dodatkom PI (kanal PI) 
 
PI 
 
LD Red (switch track every line) 590- 700 nm 
Objective LD Plan Neofluar 20x/0.4 Corr Ph2  
Frame size 1232 x 1232 
 8 bit/piksel 
Direction / smer ↔ 
Scan speed 7 
Pixel dwell 0,86 µs 
Scan time 3,05 sec 
Averaging number 1 
Image size 319,45 µm x 319,45 µm 
Pixel size 0.52 µm 
pinhole 53 µm, kar znaša 1,33 AU 
AU (pri 1,33 AU mikroskop zajema svetlobo iz  
približno 17,0 µm sekcije) 
 
Spodnji del Višina preparata 293,30 µm 
Laser (561 nm) 1,5 % 
Master gain 702 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
3,43 µm (optimal 8,35 µm) 
   
Celota Višina preparata 2837,47 µm 
Laser (561 nm) Od 1,1 % do 2,2 % 
Master gain Od 661 V do 740 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
50 µm (optimal 8,35 µm) 
   
Zgornji del Višina preparata 630,08 µm 
Laser (561 nm) Od 3,1% do 3,2 % 
Master gain Od 820 V do 772 V 
Interval slikanja (razdalja med 
optičnima rezinama) 
5 µm (optimal 8,35 µm) 
 
Z vključitvijo funkcij AutoZ brightness correction, Spline Interpolation, Extrapolate, Enable 
test smo prilagodili jakost laserja na različnih višinah gojišča. Nastavili smo želene 
nastavitve laserja v najnižji in v najvišji plasti posameznega bloka. Te funkcije so za 
posamezne vmesne rezine prilagodile nastavitve laserja sorazmerno z začetnimi in končnimi 
nastavitvami in se linearno spreminjale.  
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Priloga E: Testiranje delovanja postopka vrednotenja števila celic po višini preparata:  
prikaz štetja celic v preparatu z agaroznim gelom in po obračanju preparata na glavo po 
obdelavi sekvence slik z makrom 
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Priloga F: Stanje celic v gojišču v različnih ravninah 
 
Priloga F1: Stanje celic v gojišču na višinah 0 µm, 1200 µm in v peliklu na površini gojišča 
pri spremljanju razvoja biofilma bakterije B. subtilis PS-216 YFP. 
 
A) 1 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm in 2000 µm (slike 
so dodatno osvetljene za 80%). 
 
   
 
  
 
B) 3 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2700 
µm (slike so dodatno osvetljene za 80%). 
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C) 5 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2700 
µm (slike so dodatno osvetljene za 80%). 
 
   
 
   
 
D) 6 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2700 
µm (slike so dodatno osvetljene za 70%). 
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E) 8 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2900 
µm (slike so dodatno osvetljene za 70%, z izjemo zadnje slike, ki je dodatno osvetljena za 
60%) 
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F) 10 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 
2850 µm (vse slike so dodatno osvetljene za 70%, z izjemo zadnje slike, ki je dodatno 
osvetljena za 40%). 
 
   
 
    
 
G) 12 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 
2850 µm µm (vse slike so dodatno osvetljene za 70%, z izjemo zadnje slike, ki je dodatno 
osvetljena za 40%). 
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H) 15 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 
2850 µm (vse slike so dodatno osvetljene za 60%, z izjemo zadnje slike, ki je dodatno 
osvetljena za 10%). 
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I) 18 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2850 
µm (vse slike so dodatno osvetljene za 60%, z izjemo zadnje slike, ki je dodatno osvetljena 
za 10%). 
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Priloga F2: Stanje celic v gojišču na višinah 0 µm, v eni od reprezentativnih plasti v 
osrednjem delu petrijevke in na površini gojišča pri spremljanju razvoja biofilma bakterije 
B. subtilis PS-216 ∆eps amyE:mKate. 
 
A) 1 h ura po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm in 2550 µm (slike so dodatno 
osvetljene za 80%). 
 
   
 
B) 2 uri po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm in 2600 µm (slike so dodatno 
osvetljene za 70%). 
 
   
 
C) 4 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm in 2600 µm (slike so dodatno osvetljene 
za 60%). 
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D) 6 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm in 2600 µm (dodatno osvetljeno za 
60%). 
 
   
 
E) 8 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm in 2600 µm (dodatno osvetljeno za 30 
%). 
 
   
 
F) 10,5 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm in 2550 µm (prvi dve sliki sta 
dodatno osvetljeni za 40 %). 
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G) 11,5 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 1360 µm in 2550 µm (prva in zadnja slika 
sta dodatno osvetljeni za 30 %). 
 
   
 
H) 12 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm in 2600 µm (prva in zadnja slika sta 
dodatno osvetljeni za 30 %). 
 
    
 
I) 14 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm in 2600 µm (prva in zadnja slika sta 
dodatno osvetljeni za 30 %). 
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J) 16 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 500 µm in 2550 µm (vse slike so dodatno 
osvetljene za 30 %). 
 
    
 
K) 17 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 450 µm in 2550 µm (vse slike so dodatno 
osvetljene za 20 %). 
 
   
 
L) 19 h po inokulaciji: stanje na višinah 0 µm, 400 µm in 2550 µm (vse slike so dodatno 
osvetljene za 20 %). 
 
   
 
  
Jeršinovič N. Razvoj metode za časovno spremljanje razvoja biofilmov z mikroskopom. 
   Mag. delo (Du2). Ljubljana, Univerza v Ljubljani, Biotehniška fakulteta, Študij mikrobiologije, 2018 
 
Priloga F3: Stanje celic v gojišču na višinah 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 
v najvišji plasti s še zaznami celicami oz. biofilmom bakterije B. subtilis PS-216 YFP z 
dodanim propidijevim jodidom. 
 
A) 1 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2450 µm (vse slike so 
dodatno osvetljene za 80 %). 
 
   
 
   
 
B) 2 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2450 µm (vse slike so 
dodatno osvetljene za 80 %). 
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C) 4 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2450 µm (prva slika 
je dodatno osvetljena za 50%, ostale slike so dodatno osvetljene za 80 %) 
   
 
   
 
D) 5,5 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2550 µm (prva slika 
je dodatno osvetljena za 50%, zadnja slika za 70%, ostale slike so dodatno osvetljene za 80 
%). 
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E) 8 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2750 µm (prva slika 
je dodatno osvetljena za 50%, zadnja slika za 60%, ostale slike so dodatno osvetljene za 80 
%) 
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F) 10 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2600 µm (prva slika 
je dodatno osvetljena za 50%, zadnja slika za 20%, ostale slike so dodatno osvetljene za 80 
%) 
   
 
   
 
G) 12,5 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2600 µm (prva 
slika je dodatno osvetljena za 50%, ostale slike so dodatno osvetljene za 60 %, zadnje slike 
nismo dodatno osvetljevali) 
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H) 14,5 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2600 µm (prva 
slika je dodatno osvetljena za 60%, ostale slike so dodatno osvetljene za 50 %, zadnje slike 
nismo dodatno osvetljevali) 
   
 
   
 
I) 16,5 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2600 µm (prva slika 
je dodatno osvetljena za 50%, ostale slike so dodatno osvetljene za 40 %, zadnje slike nismo 
dodatno osvetljevali) 
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J) 19,5 h po inokulaciji: 0 µm, 500 µm, 1000 µm, 1500 µm, 2000 µm in 2600 µm (slike so 
dodatno osvetljene za 50%, z izjemo zadnje slike, ki je nismo dodatno osvetljevali) 
   
 
   
